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Introduction générale 
1.Le changement climatique et le cycle biogéochimique du carbone 
1.1.Contexte actuel 
Dans le contexte actuel, de nombreuses études s’intéressent à l’impact du 
changement climatique sur notre planète à plus ou moins long terme. Les 
répercutions possibles du réchauffement global sur notre planète sont multiples. En 
premier lieu, la dilatation thermique des océans ajoutée à la fonte des glaciers 
pourrait entraîner une élévation du niveau moyen des océans de quelques dizaines 
de centimètres. Cette élévation peut paraître minime mais elle est pourtant 
suffisante pour menacer de submersion certaine partie du globe notamment des îles 
au bas relief (îles Tuvalu) (Fig. 1). 
 
 
Figure 1: Cartographie des populations menacées à plus ou moins long terme par 
des évolutions climatiques soudaines liées au changement global à l’échelle de la 
planète Terre (d’après Norman Mayers, OSCE 2005) 
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En second lieu, les régimes de vents et de précipitations pourraient être modifiés 
entrainant une intensification des phénomènes climatiques dangereux. Les 
tornades, ouragans ou autre typhons pourraient devenir plus fréquents (AR4, 
rapport du GIEC1 2007). Ces phénomènes sont souvent accompagnés de fortes pluies 
responsables d’importantes inondations (Bangladesh, delta du Nil). A l’inverse, 
certaines zones vont devenir de plus en plus arides avec une désertification accrue 
(avancée du désert de Gobi en Chine, Afrique de l’Ouest). Les Nations unies (ONU) 
évaluent à 50 millions le nombre d’habitants qui pourraient être contraints de 
quitter leur terre en raison des conséquences du changement climatique. Au cours 
des dernières années, l’Europe, et en particulier la France n’a pas été épargnée et a 
du faire face à de violentes tempêtes et des inondations catastrophiques (Décembre 
1999 et Février 2010). La prédiction de ces phénomènes locaux et plus globalement, 
la prédiction de l’évolution du climat de la Terre passe par la compréhension des 
principaux facteurs qui le régisse. 
 
L’une des causes du changement climatique est la forte augmentation des teneurs de 
certains composants gazeux qui absorbent le rayonnement infrarouge émis par la 
surface terrestre, contribuant ainsi à l'effet de serre. Les principaux gaz à effet de 
serre non artificiels sont la vapeur d'eau (H2O) ; le dioxyde de carbone (CO2) ; le 
méthane (CH4) ; le protoxyde d'azote (N2O) et l'ozone (O3). Des variations cycliques 
des teneurs en CO2 atmosphériques ont été observées auparavant lors de 
l’alternance des périodes glaciaires et interglaciaires (Fig. 2). Cependant, depuis la 
révolution industrielle (fin du XVIIIème siècle), ces teneurs ne cessent d’augmenter et 
dépassent actuellement de presque 40 % celles de l’ère préindustrielle (Fig. 2, 
encadré). La concentration en CO2 atmosphérique est passée de 280 ppm en 1750 à 
392 ppm en Mai 2010 (NOAA). La vitesse d’augmentation des concentrations 
moyennes en CO2 atmosphérique s’intensifie également passant de +1,49 ppm par 
an au cours des années 90 à +1,93 ppm par an entre 2000 et 2006 (Canadell et al. 
2007). Selon le rapport du GIEC de 2007, 49 milliards de tonnes équivalent CO2 sont 
émises annuellement par les activités humaines. 
 
                                                
1 GIEC : Groupement d’experts Intergouvernemental sur l’Evolution du Climat 
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Figure 2 : Evolution des teneurs en CO2 atmosphérique de -400 000 ans à 
aujourd’hui (Image créée par Robert A. Rohde / Global Warming Art) 
 
1.2.Cycle général du carbone 
Le carbone, à la base de toute molécule organique, est indispensable à la vie. Il 
intervient à la fois dans la respiration (absorption d’O2 et rejet de CO2) et dans la 
photosynthèse (absorption de CO2 et rejet d’O2). Entre ces deux processus, la forme 
organique du carbone ne représente qu'un état transitoire qui est transféré, via les 
réseaux trophiques, depuis les proies vers les prédateurs. En fonction de leur échelle 
de temps, deux cycles du carbone sont distingués : un cycle court et un cycle long. Le 
cycle court fait intervenir les organismes vivants, les océans de surface et les sols 
alors que le cycle long prend en compte l’océan profond, les roches et sédiments, les 
volcans et les combustibles fossiles (Fig. 3). Ces deux cycles sont étroitement liés. 
L’océan joue un rôle essentiel dans le cycle du carbone et intervient dans les 
mécanismes complexes qui régissent le climat. Via la circulation des grands 
courants océaniques (circulation thermohaline), l’océan permet une répartition de la 
chaleur à l’échelle globale avec un transfert des tropiques aux régions tempérées. 
L’océan joue également le rôle de pompe de carbone en piégeant une partir du 
carbone atmosphérique par des processus physiques (pompe de solubilité) (Broecker 
1991) et des processus biologiques (pompe biologique de carbone) (Volk et Hoffert 
1985). 
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle du carbone : échanges entre 
l’atmosphère, l’hydrosphère et la géosphère exprimés en Gigatonnes de carbone 
(NASA Earth Observatory 2007) 
 
Les facteurs contrôlant l’efficacité de ce puits de carbone font l’objet de nombreuses 
études afin de mieux appréhender la réaction de l’océan face au changement global. 
 
2.Le cycle du carbone dans l’océan et la pompe biologique 
2.1.De la production à l’export 
Les échanges entre les différents systèmes (hydrosphère, atmosphère et 
lithosphère) sont permanents. À l’interface océan-atmosphère ont lieu des échanges 
gazeux permettant la dissolution du dioxyde de carbone (CO2) atmosphérique sous 
forme d’acide carbonique (H2CO3). Le carbone inorganique dissous est essentiel aux 
organismes photosynthétiques qui le transforment en carbone organique 
particulaire via la photosynthèse. La photosynthèse entraîne donc une production de 
biomasse couramment appelée production primaire. Dans l’océan, cette production a 
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lieu dans la zone euphotique, zone qui s’étend jusqu’à une profondeur à laquelle 
l’intensité lumineuse résiduelle correspond à 1 % de celle mesurée en surface. Cette 
profondeur varie donc en fonction de l’atténuation de la lumière dans la colonne 
d’eau ; elle est fortement gouvernée par la turbidité du système. En moyenne, la 
zone euphotique s’étend jusqu’à 80 mètres de profondeur dans l’océan ouvert mais 
elle est extrêmement variable au cours de l’année et en fonction des systèmes (océan 
ouvert et zone côtière) (Longhurst 1998).  
La synthèse de matière organique par le phytoplancton requière également la 
présence de macronutriments (sels nutritifs : nitrates, silicates et phosphates) et de 
micronutriments (métaux, vitamines etc.) en quantité suffisante. Les apports de sels 
nutritifs à l’océan présentent des sources diverses. Un important stock de sels 
nutritifs est mis à la disposition des producteurs primaires par reminéralisation de 
la matière organique dans les eaux de surface alors que certaines zones océaniques 
sont fertilisées par des remontées d’eaux profondes (upwelling), riches en 
nutriments. Deux types de production peuvent ainsi être distingués : la production 
nouvelle qui résulte essentiellement de l’utilisation par le phytoplancton de sels 
nutritifs transférés par les processus physiques et la production régénérée qui 
correspond à l’utilisation de composés issus du recyclage (Dugdale et Goering 1967). 
Au niveau des zones côtières, le lessivage des sols dans les bassins versants (Garnier 
et al. 2010) et la diffusion depuis les sédiments (Claquin et al. 2010;  Martin et al. 
2007) constituent une source importante de sels nutritifs vers l’océan. L’apport de 
micronutriment (métaux) présente une autre source constituée par les poussières 
atmosphériques (Baker et al. 2010;  Ridame et Guieu 2002). 
Lorsque que tous les éléments nécessaires à la croissance du phytoplancton sont 
réunis, il y a développement d’efflorescences algales (bloom phytoplanctonique). Au 
cours du temps, une succession d’espèces phytoplanctoniques est observée et la 
dynamique d’apparition et de disparition des différentes espèces est régulée en 
fonction de leurs préférences physiologiques (demande en nutriments, température, 
luminosité etc.). Le carbone photosynthétisé par les microalgues est à la base de la 
chaine alimentaire marine et va transiter au sein des réseaux trophiques via le 
zooplancton et les maillons supérieurs (Fig. 4).  
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Figure 4 : La pompe biologique de carbone ; flux de carbone de l’atmosphère vers 
l’océan profond (U.S. JGOFS : US Joint Global Ocean Flux Study) 
 
La matière organique produite va subir une importante reminéralisation (retour à 
l’état inorganique) via des processus de respiration et de dégradation bactérienne 
dans la couche de surface. Ainsi, une partie du CO2 fixé par le phytoplancton est 
rapidement remis à disposition des échanges océan-atmosphère. Une fraction de 
matière biogène restante échappe à cette forte reminéralisation et est exportée, hors 
de la zone de mélange, vers le réservoir profond grâce à des migrations verticales 
d’organismes ou la sédimentation de particules détritiques plus denses que l'eau de 
mer (débris organiques, cellules phytoplanctoniques mortes ou sénescentes, 
agrégats, pelotes fécales ou cadavres d’animaux). C’est ce que l’on appelle 
communément la pompe biologique de carbone. Au cours de cet export, de la surface 
vers les profondeurs, le pool de matière organique est peu à peu reminéralisé par la 
boucle microbienne et par le broutage réduisant ainsi progressivement le flux de 
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carbone. In fine, une faible fraction de la production primaire est piégée à long terme 
dans les sédiments (éventuellement pour des millions d'années) (Emerson and 
Hedges 1988). 
 
2.2.Effets du changement climatique 
Les modèles couplés océan-atmosphère prévoient une augmentation de 
l’absorption de CO2 par les océans (Sabine et al. 2004), une hausse de la 
température des eaux de surface et une intensification des précipitations (Sarmiento 
et al. 1998). Ces variations entrainent une perturbation des processus physico-
chimiques : 
- augmentation du niveau des océans, stratification accrue de la couche de surface 
et réduction de la formation d’eaux profondes limitant la ventilation des océans 
- modification de l’équilibre des carbonates : acidification des océans 
La perturbation de l’état d’équilibre de l’Océan menace sa productivité et l’efficacité 
de la pompe biologique. Les modèles prévoient, pour une augmentation de 1% de la 
concentration atmosphérique de CO2 par an, un doublement de sa concentration en 
70 ans. Les sorties de modèles mettent en évidence des répercutions directes sur la 
productivité des océans et l’efficacité de la pompe biologique. Ainsi, la production 
primaire serait diminuée de 9% et l’export de carbone de 6% (Bopp et al. 2001) . 
Cependant, les modifications des océans liés au changement climatique ont 
potentiellement des effets antagonistes sur la production primaire. En effet, la 
hausse des températures et de la stratification (quantité d’énergie solaire disponible 
plus importante) va tendre à augmenter la productivité alors que la réduction des 
remontées d’eaux profondes fertilisant l’océan de surface et l’acidification des océans 
conduisent à une baisse de la productivité (Fabry et al. 2008). Le changement 
climatique va probablement accentuer les déséquilibres de productivité entre les 
différentes zones océaniques avec une plus forte production aux hautes latitudes 
favorisée par une meilleure disponibilité en lumière due à une importante 
stratification liée à la fonte des glaces. La productivité des océans est donc menacée 
d’un point de vue quantitatif mais aussi qualitatif. La réduction de la disponibilité 
en sels nutritifs va tendre à favoriser le développement des petites cellules 
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photosynthétiques qui présentent une meilleure affinité pour le substrat (sels 
nutritifs) que les plus grosses cellules. La dominance des diatomées au sein des 
communautés phytoplanctoniques serait donc limitée au profit de l’émergence 
d’organismes plus petits comme les organismes à test calcaires, les 
coccolithophoridés. Cependant, avec l’acidification des océans, ces organismes à test 
calcaire sont eux menacés par la diminution du pH de l’océan (Orr et al. 2005). Afin 
de mieux appréhender l’impact du changement climatique sur le cycle du carbone 
océanique, il est primordial de comprendre le rôle des grands groupes fonctionnels 
(groupes d’organismes clés associés à des processus biologiques majeurs liés au cycle 
du carbone). Pour le phytoplancton, quatre groupes ont été mis en évidence : les 
fixateurs de silicium (diatomées), les fixateurs de di-azote (cyanobactéries), les 
producteurs de carbonate de calcium (coccolithophoridés) et les producteurs de 
diméthylsulfure (DMS) (nanoflagellés) (Le Quéré et al. 2005). 
 
2.3.Les principaux acteurs de la pompe biologique 
L’efficacité de la pompe biologique de carbone repose sur la différence entre la 
production primaire en surface et l’intensité de la reminéralisation dans la couche 
de mélange. La fraction échappant au recyclage en surface va alimenter le pool 
détritique et pouvoir sédimenter puis être exportée en dehors de la zone de mélange. 
L’export de carbone semble être favorisé par certains groupes phytoplanctoniques 
qui sont lestés par des minéraux pariétaux (CaCO3 ou bSiO2) (Armstrong et al. 
2002) ou capables d’intégrer de plus grosses structures sédimentant plus vite 
(agrégat, pelotes fécales) (Moriceau et al. 2007;  Thornton 2002;  Turner 2002). 
La capacité d’export liée à la présence d’un minéral au niveau de la paroi cellulaire 
est appelée « effet ballast ». Roger François et ses collaborateurs (2002) ont 
clairement montré une relation entre le transfert du carbone organique (flux de COP 
à 2000m/Production du COP exportée sous la zone euphotique) et le flux de minéral 
(CaCO3, bSiO2, matière lithogène) (Fig. 5). 
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Figure 5 : L’hypothèse de l’export de carbone via les ballasts minéraux (François et 
al. 2002) 
 
La relation entre l’export de carbone organique particulaire et les flux de ballast est 
très dépendante de la saison et des zones géographiques. Cette variabilité peut 
s’expliquer en particulier par la capacité des différents organismes ballastés à 
intégrer de plus grosses particules ou encore par la variation des vitesses de 
dégradation et de dissolution des ballasts qui varient avec la température et la 
pression (Bidle et al. 2002;  Tamburini et al. 2009). 
 
Passow (2004) puis Passow et De la Rocha (2006) proposent une alternative au 
contrôle de la pompe biologique par les ballasts soulignant que dans une corrélation 
telle que celle mise en évidence précédemment entre le flux de carbone et le flux de 
minéral, il est parfois difficile de dissocier cause et effet. Leur théorie est basée sur 
le rôle et la composition des agrégats et propose que ce soit en réalité la matière 
organique qui provoque la sédimentation des minéraux. Les diatomées en particulier 
forment très facilement des agrégats en excrétant de la matière organique riche en 
sucres (EPS : Exopolymeric substances) qui jouent le rôle de colle (Passow 2002b). 
Lors de leur formation et de leur sédimentation, les agrégats piègent plus ou moins 
de particules minérales (CaCO3, bSiO2, matière lithogène). L’étude de 2006 d’Uta 
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Passow et Christina De La Rocha montre que la vitesse de sédimentation des 
particules n’est pas systématiquement intensifiée par l’incorporation de matériel 
minéral puisque la taille, et donc la vitesse de sédimentation, des agrégats formés 
diminuent avec la concentration en minéraux. Par contre, l’export de carbone est 
considérablement accéléré en présence de TEP (Transparent Exopolymeric 
Particles) qui constituent la « colle » organique permettant la formation d’agrégat. 
Les organismes dotés de ce potentiel de ballasts minéral comme les diatomées et les 
coccolitophoridés, vont pouvoir être exportés efficacement sous forme d’agrégats ou 
de pelotes fécales. La matière organique particulaire piégée dans ces structures va 
alimenter le réservoir profond.  
 
La mise en évidence de l’importance des vitesses de sédimentation des particules, en 
fonction de la forme sous laquelle la matière est exportée en dehors de la couche de 
surface, a conduit à redéfinir les paramètres contrôlant les flux de carbone au sein 
des modèles biogéochimiques. 
 
2.4.Modélisation de l’export de carbone 
2.4.1.Approche empirique 
Auparavant, les flux de carbone dans la colonne d’eau étaient exprimés par une 
relation empirique conduisant à une décroissance exponentielle de l’export avec la 
profondeur (Betzer et al. 1984;  Martin et al. 1987;  Suess 1980). Ce type 
d’algorithme ne permettait cependant pas de reconstruire de façon satisfaisante 
l’export de carbone à partir de la production primaire observée en surface et des flux 
de carbone mesurés via les trappes à sédiments placées à environ 1000m de 
profondeur. De plus, l’étude d’Antia et collaborateurs (2001) a montré que 
l’estimation de l’export de carbone était très dépendante de l’algorithme choisi. 
Compte tenu de l’importance de la pompe biologique dans le cycle général du 
carbone et dans la régulation du climat de la planète, il a fallu améliorer la 
représentation des flux de matière dans la colonne d’eau. 
 
Introduction générale 
  
19 
2.4.2.Prise en compte de la vitesse de sédimentation 
Afin de mieux représenter les flux de carbone dans la colonne d’eau, depuis la fin 
des années 90, les modèles biogéochimiques ont donc pris en compte la vitesse de 
sédimentation des particules. Le flux de sédimentation peut être constitué de 
particules de forme et de taille différentes. Le carbone est ainsi exporté via des 
cellules libres, des agrégats ou des pelotes fécales (Turner 2002). La vitesse de 
sédimentation des diatomées est donc très variable. Les cellules libres sédimentent à 
une vitesse de 1 à 20 mètres par jour (Bienfang 1981;  Smayda 1970, 1971;  Smayda 
et Bienfang 1983) alors que les agrégats, représentant la plus grande fraction de 
l’export, sédimentent en moyenne cent fois plus vite (Alldredge et Gotschalk 1988). 
Les pelotes fécales de copépodes, du krill ou de salpes (Fig. 6) sédimentent à des 
vitesses encore supérieures comprises entre 100 et 2700 mètres par jour (Turner 
2002 et références inclues). La vitesse de sédimentation des particules est un 
paramètre important à prendre en compte car elle va impacter la profondeur à 
laquelle la reminéralisation de la matière va avoir lieu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Pelotes fécales de salpes, de copépodes et d’euphausiacés  
(http://www.zfpguide.com) 
 
Le devenir de la matière produite en surface va résulter de la compétition entre la 
vitesse de sédimentation et la vitesse de recyclage (Heinze et al. 2003;  Pondaven et 
al. 1998). Malgré une meilleure description des flux de sédimentation, aucun modèle 
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actuel, même parmi les plus sophistiqués, ne reconstruit correctement les flux 
mesurés in situ (Boyd et Trull 2007 ; Gehlen et al. 2006). Ces problèmes ont 
certainement plusieurs origines parmi lesquelles la dynamique de formation des 
particules telles que les agrégats ainsi que la compréhension des facteurs contrôlant 
le recyclage de cette matière. La reminéralisation de la matière organique a lieu tout 
au long de la sédimentation des particules ; elle est particulièrement importante 
dans les eaux de surfaces et reste très mal connue dans la zone mésopélagique.  
 
2.4.3.Reminéralisation dans la zone mésopélagique 
Dans la zone mésopélagique a lieu une importante reminéralisation de la matière 
organique et des minéraux associés aux cellules phytoplanctoniques. L’efficacité de 
la pompe biologique de carbone présente de fortes variations spatio-temporelles et 
dépend à la fois de la production en surface et du recyclage de la matière. Bien que 
la diversité du phytoplancton soit très importante, les diatomées représentent 
environ 40% de la production primaire moyenne des océans (Nelson et al. 1995). Les 
diatomées sont également l’un des éléments clefs de l’export de carbone (Buesseler 
1998;  Goldman 1993) mais ce rôle majeur a été remis en cause. En effet, les travaux 
de Roger François et collaborateurs (2002) ainsi que ceux de Klaas et Archer (2002), 
basés sur des données collectées via des trappes à sédiment, tendent à montrer que 
l’efficacité de la pompe biologique de carbone est fortement corrélée à la 
concentration en CaCO3, minéral formant les enveloppes calcaires des 
coccolithophoridés. Le faible taux de séquestration du carbone issu des diatomées 
dans les couches profondes des océans pourrait s’expliquer par une très forte 
reminéralisation de cette matière organique, à priori plus labile que celle associée 
aux coccolithophoridés, lors de sa sédimentation (François et al. 2002). L’export de 
carbone assuré par les diatomées n’est peut être pas aussi efficace que celui supporté 
par les coccolithophoridés, cependant, compte tenu de la quantité de carbone 
produite par les diatomées en surface, cet export doit être relativement important 
d’autant plus que les mécanismes qui contrôlent son transfert dans la colonne d’eau 
restent mal connus. La profondeur de reminéralisation du carbone des diatomées 
dans la zone mésopélagique (entre 100 et 1 000m) est l’un des paramètres clefs à 
étudier pour mieux quantifier et comprendre le rôle des diatomées dans l’export de 
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matière (Ragueneau et al. 2006). De part leur métabolisme nécessitant la synthèse 
d’un squelette de « verre » (le frustule), les diatomées présentent de fortes 
interactions biochimiques entre la bSiO2 et le carbone organique. Les modèles 
biogéochimiques actuels relient le devenir du POC à celui de la bSiO2 uniquement 
par leur vitesse de sédimentation (Gehlen et al. 2006;  Heinze et al. 2003). Les 
interactions existantes entre le carbone et la bSiO2 sont beaucoup plus complexes et 
semblent, en partie, contrôler leur reminéralisation. La vitesse de dissolution de la 
bSiO2 est fortement conditionnée par la dégradation préalable d‘une couche de 
matière organique présente à la surface du frustule des diatomées (Bidle and Azam 
1999;  Bidle et al. 2002;  Lewin 1961) et inversement, Hedges et collaborateurs 
(2001) ont émis l’hypothèse d’un rôle de protection joué par le frustule vis-à-vis de la 
dégradation de la matière organique interne de la diatomée. Les modèles ne 
prennent donc pas en considération ces fortes interactions sans doute parce qu’il 
existe peu de travaux étudiant simultanément la dégradation du POC et la 
dissolution de la bSiO2. Le travail effectué dans le cadre de cette thèse s’est donc 
focalisé sur les facteurs pouvant contrôler la reminéralisation des diatomées en 
étudiant à la fois la dissolution de la silice biogène et la dégradation de la matière 
organique (POC).  
 
3.Les diatomées et la pompe biologique de carbone 
3.1.Le devenir des diatomées dans la colonne d’eau 
3.1.1.Facteurs biologiques contrôlant le recyclage 
a) La pression de broutage 
La pression de broutage exercée sur les diatomées est essentiellement due au 
zooplancton (salpes, copépodes) mais parfois à des dinoflagellés capables de 
phagocytose (Buck et al. 1990) (Fig. 7). Le zooplancton capture ses proies par 
filtration de l’eau sur des appendices spécifiques appelés maxilles. Le frustule des 
diatomées est très résistant (Hamm et al. 2003) et oblige généralement les 
prédateurs à sélectionner leurs proies en fonction de leur taille pour les ingérer sans 
les briser.  
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Figure 7 : Phagocytose de diatomées par un dinoflagellé (Buck et al. 1990) 
 
Les plus grands prédateurs (Euphausiacés et les grands copépodes) sont dotés de 
mandibules suffisamment puissantes pour broyer le frustule des diatomées. Jansen 
(2008) a par exemple mis en évidence l’action de broutage du copépode Temora 
longicornis sur le frustule de la diatomée Coscinodiscus wailesii. Une fois le frustule 
brisé, le copépode ingère le contenu cellulaire de la diatomée (Fig. 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Cellules vides de Coscinodiscus wailesii après l’action de broutage par le 
copépode Temora longicornis (Jansen 2008) 
 
Le broutage est l’un des facteurs contrôlant la dynamique du phytoplancton dans les 
écosystèmes marins. Le zooplancton joue un rôle important dans les cycles 
biogéochimiques du carbone et du silicium. En exportant la matière organique non 
digérée en dehors de la couche de mélange via l’excrétion de pelotes fécales, l’action 
de broutage du zooplancton entraîne une augmentation du rapport Si/C (Ragueneau 
et al. 2006). 
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b) La dégradation bactérienne 
La boucle microbienne est au cœur des processus de reminéralisation de la 
matière organique. La vitesse à laquelle les bactéries vont dégrader la matière 
organique des cellules semble dépendre des communautés bactériennes présentes 
dans le milieu qui sont impliquées dans la colonisation des cellules (C. Arnosti, 
résultats non publiés). La colonisation bactérienne est accentuée lorsque 
l’environnement est favorable. La présence du zooplancton mais aussi d’un mucus, 
formé par dégradation partielle des EPS excrétés par les diatomées, accélèrent la 
fixation des cellules bactériennes sur le matériel organique. Toutefois le taux de 
colonisation des cellules n’indique pas toujours une plus forte dégradation du 
carbone cellulaire. En effet, malgré de fortes concentrations en TEP et de fortes 
concentrations bactériennes, la dissolution de la silice biogène est plus faible dans 
les agrégats. Ceci s’explique potentiellement par une faible activité spécifique des 
bactéries fixées (Garvey et al. 2007). Les bactéries sont très actives dans l’océan de 
surface et vont reminéraliser la fraction du phytoplancton non consommée par le 
zooplancton. Les TEPs attachés aux cellules ou constituant le mucus vont être 
dégradés en premier et par conséquent retarder la dissolution de la bSiO2 (Ullman 
et Aller 1982;  Vandevivere et al. 1994). La dégradation bactérienne se poursuit au 
cours de la sédimentation des agrégats et des pelotes fécales dans la colonne d’eau. 
L’intensité de la dégradation bactérienne diminue avec la profondeur en raison des 
changements de température (Bidle et al. 2002) et de la pression (Tamburini et al. 
2009). En dégradant la matière organique des diatomées, les bactéries vont laisser 
la matrice siliceuse en contact direct avec le milieu extérieur favorisant ainsi sa 
dissolution. Patrick et Holding (1985) puis Bidle et Azam (1999) ont montré que la 
dissolution de la bSiO2 devenait importante lorsque la matrice organique entourant 
le frustule était dégradée. La reminéralisation du carbone interne de la cellule va 
ensuite dépendre de la dissolution préalable d’une partie ou de l’ensemble du 
frustule.  
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3.1.2.Les facteurs contrôlant la dissolution de la bSiO2 
La vitesse de dissolution de la bSiO2 dépend tout d’abord des paramètres physico-
chimiques du milieu environnant (Van Cappellen et Qiu 1997ab). Les eaux 
océaniques étant largement sous saturées dans la colonne d’eau, la silice biogène 
formée par les diatomées tend à s’y dissoudre. La dissolution de la silice biogène 
(bSiO2) est en partie contrôlée par des processus chimiques (réaction d’hydrolyse). 
La vitesse de dissolution est accélérée lorsque la température ou le pH augmentent 
(Van Cappellen et Qiu 1997a). D’autres études ont montré l’influence positive ou 
négative de la salinité sur la dissolution de la bSiO2 (Roubeix et al. 2008) mais aussi 
de l’importance de la présence de certains métaux incorporés au sein du frustule 
(Lewin 1961;  Van Bennekom et al. 1991;  Van Beusekom et al. 1997). La surface 
spécifique (Kamatani et Riley 1979) et la réactivité de surface (Dixit et al. 2001;  
Dixit and Van Cappellen 2002;  Van Cappellen et al. 2002) sont également des 
facteurs à prendre compte pour mieux comprendre la reminéralisation de la silice 
biogène. La dissolution de la silice biogène va donc varier au cours de la 
sédimentation des diatomées dans la colonne d’eau ; la solubilité diminue avec la 
profondeur (Gallinari et al. 2002). Les vitesses de dissolution de bSiO2 obtenues en 
réacteur à flux (système « ouvert » dans le quel est introduite une quantité connue 
de bSiO2 qui est mise à réagir avec une solution de Si(OH)4 de concentration connue 
et fixe renouvelée constamment et amenée à débit constant) indiquent la présence 
de plusieurs phases de silice biogène avec des propriétés de dissolution distinctes 
(Gallinari et al. 2002;  Khalil et al. 2007).  
 
3.1.3.L’importance des interactions Si-OC 
Des études menées en laboratoire montrent que la dégradation de la matière 
organique et la dissolution de la silice biogène sont liées (Bidle et al. 2002;  Moriceau 
et al. 2009;  Tamburini et al. 2009). Comme indiquée précédemment, la dissolution 
de la bSiO2 semble être conditionnée par la dégradation préalable d‘une couche de 
matière organique présente à la surface du frustule des diatomées (Lewin 1961 ; 
Bidle et Azam 1999 ; Bidle et al. 2002). Inversement, des expériences couplant la 
dégradation du POC et la dissolution de la bSiO2 et corroborant l’hypothèse de la 
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présence de différentes phases de bSiO2 au sein des diatomées ont montré que la 
phase la plus réactive du frustule semble jouer un rôle de protection sur la 
dégradation du POC (Goutx et al. 2007;  Moriceau et al. 2009). Les propriétés de 
dissolution des phases du frustule pourraient s’expliquer par la nature des 
interactions avec la matière organique. Différents facteurs vont agir sur la vitesse et 
l’efficacité de la reminéralisation des diatomées lors de leur sédimentation. Ainsi, 
l’intégration des diatomées dans des plus grosses particules (agrégats ou pelotes 
fécales) va préserver à la fois la matière organique et la silice biogène. Les 
interactions Si-OC au sein des diatomées, dues à la présence du frustule, semblent 
donc intervenir directement dans les processus de dissolution de la silice biogène et 
de dégradation du carbone. L’origine, la nature complexe et la variabilité de ces 
interactions restent mal connues. Un effort doit être fait afin notamment de 
comprendre l’impact des conditions environnementales lors de la production de 
matière organique en surface sur ces interactions Si-OC et donc sur la quantité de 
matière organique potentiellement exportable.  
 
3.1.4.L’impact des conditions de croissance 
La croissance des diatomées, comme l’ensemble du phytoplancton, est en premier 
lieu conditionnée par leur environnement. La physiologie des cellules 
phytoplanctoniques est affectée lorsque les conditions de croissance ne sont pas 
optimales. La lumière est l’un des éléments indispensables à la photosynthèse et la 
quantité d’énergie lumineuse diminue avec la profondeur. La disponibilité de la 
lumière est optimale lorsque le régime de mélange (Sverdrup 1953) permet le 
maintien des cellules phytoplanctoniques dans la couche euphotique. Outre la 
lumière, la production primaire nécessite l’assimilation de matière inorganique 
dissoute dans l’eau de mer pour synthétiser la matière organique. Dans l’océan, les 
cellules ne sont quasiment jamais carencées en carbone grâce à des mécanismes de 
concentration du carbone (CCM) (Raven 1997) alors que les autres sels nutritifs 
peuvent devenir limitant (Fig. 9). Les diatomées requièrent, en plus des autres sels 
nutritifs, la présence d’acide silicique pour former leur frustule. Des rapports 
stœchiométriques ont été établis et ils représentent en théorie les rapports entre 
éléments lors de leur absorption par le phytoplancton en conditions non-limitantes. 
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Pour les diatomées, les rapports C :N :P :Si sont 106 :16 :1 :16 (Brzezinski 1985;  
Redfield et al. 1963). In situ, les rapports stœchiométriques se révèlent finalement 
très variables (Sarthou et al. 2005) mais les rapports de Redfield et de Brezinski 
restent néanmoins très utilisés pour déterminer théoriquement l’élément 
potentiellement limitant ou les éléments co-limitant de la production primaire d’un 
système. 
 
 
Figure 9 : Cartographie de la limitation par les sels nutritifs de la production 
primaire due aux diatomées. Données obtenues à partir d’un modèle global (Moore 
et al. 2002) 
 
Les carences en nutriments peuvent être plus ou moins sévères. La plupart du 
temps, la production primaire est limitée par un élément nutritif mais dans 
certaines conditions (zone côtière, fin d’une forte efflorescence algale), un sel nutritif 
peut être complètement absent, on parle alors d’une carence stricte (starvation). En 
condition de croissances non-optimales, pour maintenir leur métabolisme de base, 
les diatomées vont utiliser leurs réserves biochimiques (sucres, lipides, protéines) ou 
le cas échéant modifier des voies de biosynthèse (Falkowski 1994 ; Giordano et 
Bowes 1997 ; Giordano et al. 2001). Les conditions de croissance vont donc avoir un 
fort impact sur la quantité et la qualité de la matière organique produite en surface 
et aura des répercutions sur la fraction de matière organique exportable. En cas de 
stress azoté par exemple, les diatomées vont excréter plus d’EPS (Granum et al. 
2002;  Underwood et al. 2004) qui vont favoriser l’agrégation de diatomées entre 
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elles. Les carences en sels nutritifs modifient également les voies de synthèse des 
lipides qui, lorsqu’ils augmentent, favorise la flottabilité des cellules (Shifrin et 
Chisholm 1981). Il est très probable qu’une réorganisation des pools biochimiques de 
la diatomée modifie également la nature des interactions Si-OC au sein du frustule 
impactant aussi le devenir de la matière dans la colonne d’eau.  
 
L’épuisement d’un élément nutritif, tout comme une limitation par la lumière due à 
un trop fort brassage, ainsi que les processus de compétitions interspécifiques et les 
relations proies-prédateurs (virus et pression de broutage) peuvent conduire à 
favoriser certaines espèces phytoplanctoniques par rapport à d’autres et conduire à 
l’arrêt d’une efflorescence algale. Le devenir de cette matière organique dans la 
colonne d’eau est complexe car il est dépendant de la compétition entre la vitesse de 
sédimentation et la vitesse de reminéralisation. Comme indiqué précédemment, la 
reminéralisation des diatomées fait intervenir des processus de dégradation du POC 
et de dissolution de la bSiO2 ; les facteurs contrôlant ces processus restent mal 
connus. Le recyclage des diatomées semble être fortement conditionné par la 
présence du frustule et pourtant, sa structure ainsi que sa composition biochimique 
restent peu connues. 
 
 
3.2.La formation et la structure du frustule 
3.2.1.Généralités 
Les diatomées appartiennent au phylum des Hétérochontophytes et seraient 
apparues il y a plus de 250 millions d’années (Sorhannus 2007) suite à une 
endosymbiose secondaire entre une algue rouge eucaryote et un flagellé 
hétérotrophe (Medlin et al. 1997). Elles ont colonisé de nombreuses niches 
écologiques (zones humides terrestres, eaux douces, océans côtiers et ouverts, glaces 
marines etc.) et ce succès écologique s’explique en partie par leur grande diversité. 
La classe des bacillariophycées est en effet le groupe le plus diversifié du 
phytoplancton avec plus de 100 000 espèces (Mann et Droop 1996). Les diatomées 
sont généralement classées en deux groupes (Round 1990). Les diatomées à symétrie 
centrale forment la classe des Coscinodiscophyceae (diatomées centriques). Cette 
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classe comprend notamment les sous-classes des Thalassiosirophycidae 
(Thalassiosira sp. et Skeletonema sp.) et des Chaetocerophycidae (Chaetoceros sp.). 
(Fig. 10a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : (a) une diatomée centrique, Thalassiosira punctigera et (b) une diatomée 
pennée, Rhaphoneis amphiceros observées en MEB (© 2008 D. G. Mann) 
 
 
Les diatomées centriques sont généralement des espèces pélagiques, qui évoluent 
dans la colonne d’eau. En opposition aux centriques, les diatomées pennées 
présentent une symétrie bilatérale (Fig. 10b) et sont la plupart du temps associées 
au compartiment benthique. Cependant, certains groupes de diatomées pennées 
comme Pseudo-nitzchia sont pélagiques. Les diatomées pennées sont divisées en 
deux classes en fonction de la présence ou non d’un raphé (raphide et araphide). Le 
raphé est une structure longitudinale formant une fente (diatomée uniraphée) ou 
deux sur la valve des diatomées (diatomée biraphée) et leur permet de se 
« déplacer » ou de se fixer sur un support. Cette classification est strictement établie 
sur des aspects morphologiques et est vivement remise en question avec l’émergence 
des outils moléculaires. Williams et Kociolek (2007) estiment en effet que la 
classification des diatomées doit être révisée et basée sur les divergences ou 
convergences génétiques. 
Le frustule, par sa morphologie et son degré de silicification notamment, apporte des 
informations clefs sur la physiologie de la cellule et forme également un lien entre la 
bSiO2 et la matière organique de l’algue. La formation et la nature de ces 
interactions restent toutefois mal connues.  
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3.2.2.La formation du frustule 
Le frustule est formé de deux parties, l’épithèque et l’hypothèque. Chaque thèque 
comprend une valve (hypovalve ou épivalve) et un cingulum (hypocingulum ou 
épicingulum), ensemble de bandes intercalaires (Fig. 11). Les deux valves ne sont 
pas identiques, l’épivalve est toujours plus large que l’hypovalve. Le frustule des 
diatomées est également caractérisé par la présence d’ornementations sur la face 
externe des valves. Ces structures sont propres à chaque espèce et peuvent être plus 
ou moins présentes. 
 
Figure 11: Structure externe d’un frustule de diatomée (Zurzolo et Bowler 2001) 
 
Comme l’ensemble des organismes photosynthétiques, le métabolisme des 
diatomées est basé sur la transformation, via la photosynthèse, du carbone 
inorganique dissous en carbone organique particulaire. La photosynthèse est à la 
base de la production de l’ensemble des molécules organiques nécessaires au 
métabolisme général des diatomées. La particularité des diatomées repose sur la 
présence du frustule et sur la nécessité de synthétiser de nouvelles valves à chaque 
division cellulaire. Les valves de la cellule mère (l’hypothèque et l’épithèque) servent 
toutes les deux d’épithèque aux cellules filles. Au cours des divisions successives, la 
taille moyenne de la population va donc diminuer. Lorsque les cellules ont atteint 
une taille minimum, une cellule peut redonner une cellule mère par reproduction 
sexuée via la formation d’une auxospore (Round 1990). Cependant, les diatomées se 
multiplient essentiellement par reproduction asexuée. La division cellulaire débute 
par la mitose du noyau de la cellule mère suivie de la cytokinèse formant ainsi deux 
cellules toujours entourées du frustule de la cellule mère (Fig. 12). 
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Figure 12 : Schématisation de la division cellulaire d’une diatomée et de la 
formation des nouvelles valves et des bandes intercalaires d’après Zurzolo et Bowler, 
2001.  
N, Noyau ; MC, centre organisateur de microtubules (Microtubule Center) ; SDV, 
vésicule de déposition du silicium (Silica Deposition Vesicle) 
 
Au niveau de la membrane plasmique néoformée se met en place une vésicule 
spécifique, la vésicule de déposition du silicium (SDV: Silica Deposition Vesicle). 
Dans la SDV a lieu la polycondensation du Si(OH)4 en silice amorphe (SiO2, nH2O) 
utilisée pour la synthèse des nouvelles valves de frustule. Au cours de la division, la 
SDV s’allonge jusqu’à former une grande vésicule étalée le long de la membrane d’un 
côté de la cellule. La silice biogène va se déposer au fur et à mesure jusqu’à former la 
valve manquante. Les nouvelles hypothèques sont libérées par exocytose via la 
fusion de la membrane plasmique et du silicalemme (membrane de la SDV), les deux 
cellules filles se séparent. Les cellules filles peuvent ensuite s’allonger en 
synthétisant des bandes intercalaires formées, comme décris précédemment, dans la 
SDV (Zurzolo et Bowler 2001). 
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3.2.3.L’assimilation et le transport de l’acide silicique 
Le silicium est un élément majeur de la croûte terrestre et il est apporté 
abondamment à l’océan par lessivage des roches. Au pH de l’eau de mer (~8,0), le 
silicium est présent sous différentes formes (Stumm et Morgan 1981): Si(OH)4, 
SiO2(OH)22-, SiO(OH)3-, SiO3(OH)3- et SiO44-, les deux dernières formes pouvant être 
négligées (Ingri 1978). Les diatomées utilisent la forme majoritaire (97%), l’acide 
orthosilicique non dissocié Si(OH)4 (Del Amo et Brzezinski 1999). L’acquisition de 
l’acide silicique se fait par un transport actif mise en évidence par Paasche (1973) 
puis Azam et al. (1974) qui repose sur l’activation de pompes sodium dépendantes 
(Bhattacharyya et Volcani 1980).  
 
3.2.4.La polycondensation de l’acide silicique 
Une fois dans le cytoplasme, l’acide orthosilicique va être transporté dans la SDV 
où a lieu la polycondensation du Si(OH)4 en silice amorphe (SiO2, nH2O) utilisée 
pour la synthèse des nouvelles valves de frustule. Au fur et à mesure de l’acquisition 
du Si(OH)4, la SDV devient acide permettant la polycondensation de la silice 
(Vrieling et al. 1999). Dès 1973, Hecky émet l’hypothèse de l’intervention des 
protéines dans la formation du frustule. Les groupements hydroxyles (OH) présents 
le long de la chaine protéique favorisent les réactions de condensation avec les 
molécules d’acide silicique entraînant ainsi une perte d’eau (Fig. 13).  
La quantité de sérine et de thréonine contrôlerait le degré de liaisons transversales 
entre la silice amorphe et la matière organique ainsi que la déshydratation du 
réseau de bSiO2. 
 
 
 
 
Figure 13: Réaction de condensation entre l’acide orthosilicique et la sérine située 
sur la protéine d’assemblage (d’après Hecky et al. 1973) 
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3.3.Les interactions Si-OC au sein du frustule 
3.3.1.La matrice externe 
En 1973, Hecky a donc émis l’hypothèse de la présence d’une couche de matière 
organique, riche en sucres, à la surface du frustule (Fig. 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 : Schématisation de la structure du frustule de diatomée (Hecky et al. 
1973) 
 
La silice amorphe est thermodynamiquement en équilibre instable puisque les eaux 
dans lesquelles elle se forme sont largement sous-saturées en acide silicique. Au 
contact de l’eau, elle se dissout. La nature hydrophile des glucides de la matrice 
externe stabilise la couche de matière organique en créant une zone tampon de 
basse énergie. 
 
3.3.2.Le rôle de la matière organique interne 
Les paramètres contrôlant la reminéralisation des diatomées sont impactés par la 
présence de leur squelette de verre. Le frustule forme une barrière physique contre 
la pression de broutage (Hamm et al. 2003) et la dégradation bactérienne. 
L’incorporation de matière organique pourrait également rendre le frustule plus 
résistant (Hildebrand et Wetherbee 2003) et la présence d’interactions entre la silice 
biogène et la matière organique semblent jouer un rôle dans la dissolution et la 
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dégradation des diatomées (Moriceau et al. 2009). Depuis la fin des années 1990, de 
nombreux travaux se sont attelés à mieux comprendre les mécanismes de 
polycondensation et notamment le rôle joué par les protéines (Ingalls et al. 2009;  
Kröger et al. 1999;  Kröger and Wetherbee 2000;  Kröger et al. 2000;  Kröger et al. 
2001;  Lobel et al. 1996;  Lopez et al. 2005;  Poulsen and Kroger 2004;  Sumper and 
Kröger 2004). Des protéines spécifiques ont été isolées du frustule.  
 
Au niveau de la SDV, Kröger et collaborateurs ont mis évidence la présence de 
silaffines et de composés constitués de longues chaines de polyamines (LCPA : Long 
Chain PolyAmines). En présence de Si(OH)4 et à faible pH, les silaffines peuvent 
amorcer la polycondensation de la bSiO2 (Kröger et al. 1999) in vitro. Les silaffines 
et les LCPA agissent en synergie et en fonction du type de composés impliqués 
(nature des silaffines et longueur des LCPA), la morphologie de la bSiO2 néo-
synthétisée va changer (Kröger et al. 2000) (Fig. 15). D’autres protéines spécifiques 
ont été isolées après une attaque à l’acide fluorhydrique (HF) du frustule. Les 
pleuralines proviennent uniquement de l’épithèque du frustule au niveau de la 
bande pleurale et semblent jouer un rôle dans la différenciation des valves (Kröger 
et Wetherbee, 2000). Les frustulines ne semblent pas directement impliquées dans 
les processus de polycondensation de la silice biogène mais leur présence dans la 
matrice protéique entourant le frustule suggère une action protectrice de ces 
glycoprotéines (Kröger et al. 1994;  Kröger et al. 1996). 
 
La présence du frustule et notamment des interactions Si-OC se révèle cruciale dans 
la compréhension des processus de dégradation de la matière organique et par 
conséquent de l’export de carbone assuré par les diatomées. Bien que le rôle des 
protéines dans la polycondensation de la bSiO2 soit avéré (Kröger and Poulsen 2008;  
Lopez et al. 2005) et que les carbohydrates semblent renforcer le frustule, sa 
composition biochimique reste mal définie. De plus, l’impact des conditions de 
croissance des diatomées sur la composition du frustule et la nature des interactions 
Si-OC ne sont pas connus alors que la disponibilité en sels nutritifs est modifie la 
composition biochimique des cellules phytoplanctoniques. 
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(Kröger et Sumper, 2008) 
Figure 15 : Formation de la silice biogène in vitro à partir de silaffines et de LCPA 
 (a) Graphique: concentration de bSiO2 produite après 10 minutes pour des 
concentrations et des types de silaffines différentes et en présence d’une 
concentration constante de LCPA (0,75 mg/ml) à pH 5,5. 
Images en microscopie électronique à balayage : structures de bSiO2 formées in vitro 
avec les différents mélanges silaffines-LCPA. 
 
(b) Hypothèse du rôle des silaffines dans le mécanisme de polycondensation. Les 
silaffines jouent ici le rôle de modèle et contrôlent la structure de la bSiO2 en 
inhibant son dépôt alors qu’il est activé dans des zones riches en LCPA. 
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4.Objectifs de la thèse 
Cette thèse fait suite aux travaux menés au laboratoire des Sciences de 
l’environnement marin (LEMAR) sur le rôle des diatomées dans la pompe biologique 
du carbone. Les résultats obtenus lors des thèses de Morgane Gallinari (2002) et de 
Brivaëla Moriceau (2005) ont suggéré que la silice biogène des diatomées pourrait 
être constituée de plusieurs phases, aux propriétés de dissolution bien distinctes 
(Gallinari et al., 2002) et que la reminéralisation des diatomées serait fortement 
influencée par les interactions Si-OC d’intensité variable au sein des frustules 
(Moriceau et al., 2009). La présente étude a également été motivée par des travaux 
préliminaires réalisés au laboratoire de Physiologie et d’Ecophysiologie des 
Mollusques Marins (UMR 100 IFREMER) par Barbara Clément-Larosière sous la 
direction de Pascal Claquin. Ces travaux ont porté sur la mise en évidence des pools 
biochimiques au sein des différentes fractions d’une diatomée (réserves, les 
différentes phases du frustule) ainsi que sur la remobilisation de ces pools au sein 
des fractions en fonction des conditions de croissance. 
L’objectif de cette thèse est d’étudier l’impact des conditions de croissance sur le 
métabolisme général des diatomées et sur les interactions Si-OC afin de répondre 
aux questions suivantes : 
1) Quel est l’impact des conditions de croissance sur la composition biochimique 
des cellules de diatomées ? sur la composition de leur frustule ? 
2) Quelles sont les interactions entre la silice biogène et la matière organique 
des diatomées ? Existe-t-il des variations d’intensité des interactions Si-OC 
dans le frustule des diatomées ? 
3) Quel va être l’impact des conditions de croissance sur l’intensité de ces 
interactions ? 
4) Les modifications du métabolisme des diatomées dues aux conditions de 
croissance ont-elles un impact sur le devenir de la matière organique ? 
conséquences sur les vitesses de dégradation de la matière organique et de 
dissolution de la silice biogène ? 
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Pour explorer la structure du frustule et comprendre son rôle, il a d’abord fallu 
l’isoler du reste de la cellule avec la matière organique qui lui est associée (Chapitre 
I). Les expériences de fractionnement des diatomées et le développement de la 
spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier comme outil d’analyse ont été 
réalisés à l’Université de Caen Basse-Normandie au sein du laboratoire de 
Physiologie et d’Ecophysiologie des Mollusques Marins (UMR 100 IFREMER) sous 
la direction de Pascal Claquin. Ces travaux font l’objet d’une publication « Exploring 
the composition of cleaned diatom frustule by Fourier transform infrared 
spectroscopy » soumise à la revue Journal of Phycology.  
L’impact des conditions de croissance sur la composition biochimique des diatomées 
et du frustule a ensuite été exploré en réalisant des cultures de diatomée carencées 
(starvation) en sels nutritifs (Chapitre II). Une starvation correspond à l’épuisement 
d’un sel nutritif et retrace les conditions pouvant être observées dans les 
écosystèmes côtiers en fin de bloom. Cette étude est ici développée sous la forme 
d’une publication « Impact of nutrient starvation on the biochemical composition of 
the marine diatom Thalassiosira weissflogii: from the whole cell to the frustule 
fraction » soumise à la revue Biogeosciences. 
Les résultats obtenus lors des expériences de production ont conduit à étudier 
l’impact de la starvation en phosphate sur la reminéralisation des diatomées en 
mesurant les vitesses de dégradation de la matière organique et de dissolution de la 
silice biogène, la composition biochimique des diatomées et de leur frustule au cours 
de la reminéralisation et en évaluant le rôle des bactéries (Chapitre III). Les 
résultats des expériences de dégradation ont permis l’écriture d’une publication 
«Pattern of organic matter degradation and biogenic silica dissolution of single 
diatom cells grown under phosphate starvation» en préparation pour la revue 
Marine Ecology Progress Series. 
La dernière partie fait une synthèse de l’ensemble des résultats obtenus pour 
expliquer l’importance des conditions de croissance des diatomées sur le devenir de 
la matière organique lors de leur reminéralisation. 
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I.Explorer la composition biochimique du frustule 
1.Préambule 
1.1.Contexte de l’étude 
Comme évoqué auparavant, les diatomées sont parmi les acteurs majeurs de la 
production primaire phytoplanctonique dans les écosystèmes marins (Nelson et al. 
1995;  Sarmiento et al. 2004;  Tréguer et al. 1995). Même s’il a été remis en cause 
récemment (François et al. 2002;  Klaas et Archer 2002), le rôle des diatomées dans 
l’export et la séquestration du carbone demeure indéniable dans certaines régions 
océaniques (Ragueneau et al. 2006;  Sarmiento et al. 2004). De part leur 
métabolisme, elles créent un lien entre les cycles du carbone et du silicium en 
synthétisant un frustule constitué en partie de silice biogène. De plus en plus de 
travaux s’intéressent au processus de silicification du frustule et notamment à 
l’intervention de protéines spécifiques (Kröger et Poulsen 2008, and references 
therein). L’intégration de matière organique intimement liée au frustule semble se 
confirmer et pourrait même être à l’origine des différentes phases de bSiO2 
expliquant certaines mesures de cinétique de dissolution de la silice biogène 
prélevées in situ, dans les sédiments ou mesurées sur des cultures de diatomées 
(Gallinari et al. 2002;  Kamatani et Riley 1979;  Khalil et al. 2007;  Moriceau et al. 
2009). Les interactions Si-OC pourraient aussi jouer un rôle important sur le 
devenir de la matière organique liée aux diatomées (Moriceau et al. 2009). Leur 
caractérisation est donc nécessaire et passe par l’exploration de la composition 
biochimique du frustule. 
Dans le cadre de cette thèse, la composition biochimique du frustule a été étudiée 
grâce au développement d’une méthode couplant des traitements physiques et 
chimiques séparant le frustule du reste de la cellule et isolant également les 
principales phases de bSiO2. La contribution relative des pools biochimiques 
majoritaires a ensuite été révélée via l’utilisation de la spectroscopie infrarouge à 
transformée de Fourier (IRTF ou FTIR: Fourier transform infrared spectroscopy). 
Cette étude a donné lieue à une publication soumise à Journal of Phycology et est 
présentée ci-après, à la suite d’une brève introduction sur le principe de l’IRTF, 
méthode très utilisée au cours de cette thèse. 
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1.2.Méthode d’analyse par spectroscopie IRTF 
L’IRTF est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le matériau 
analysé. Les pools biochimiques majeurs (lipides, protéines, carbohydrates) vont être 
analysés grâce à la détection des vibrations des liaisons chimiques qui leur sont 
propres. L’infrarouge se situe entre 4000 cm-1 et 400 cm-1 (2.5 – 25 µm) et correspond 
au domaine d'énergie de vibration des molécules. Lorsque la longueur d'onde 
apportée par le faisceau lumineux est voisine de l'énergie de vibration d’une 
molécule, il y a absorption du rayonnement entrainant une diminution de l'intensité 
réfléchie ou transmise. Les vibrations émises par une molécule due à l’absorption du 
rayonnement infrarouge vont dépendre de différents paramètres et en particulier de 
sa géométrie et de sa symétrie. La position des bandes d'absorption dépend surtout 
de la différence d'électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent 
chaque matériau de composition chimique et de structure donnée correspond à un 
ensemble de bandes d'absorption qui lui est propre. L'analyse s'effectue à l'aide d'un 
spectromètre IRTF (Fig. I.1) qui envoie sur l'échantillon le rayonnement infrarouge 
et mesure les longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe et les intensités de 
l'absorption. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.1 : Spectromètre infrarouge Tensor 27 Bruker (plateau technique IRTF de 
l’IBFA, Université de Caen Basse-Normandie) 
 
La figure I.2 schématise le fonctionnement d’un spectromètre IRTF. La source 
infrarouge (IR) produit un rayon infrarouge dirigé vers un interféromètre 
(interféromètre de Michelson) qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau à 
une fréquence donnée. A l’intérieur de l'interféromètre, le faisceau lumineux arrive 
sur le séparateur de rayon (ou séparatrice) qui va le diviser en deux. La moitié du 
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faisceau est dirigée sur un miroir fixe alors que le reste passe à travers et est dirigé 
sur un miroir mobile. En sortie de l’interféromètre, on obtient un faisceau modulé 
qui va être réfléchi vers l'échantillon, où des absorptions interviennent. Le faisceau 
arrive au final sur le détecteur laser pour être transformé en signal électrique. Le 
signal du détecteur apparaît comme un interférogramme et correspond à la somme 
de toutes les fréquences du faisceau. Une opération mathématique, la transformée 
de Fourier, permet ensuite de convertir cet interférogramme en un spectre 
infrarouge. 
 
 
 
 
 
Figure I.2 : Schéma d'un spectromètre à transformée de Fourier 
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2.Exploring the composition of cleaned diatom frustules by Fourier 
transform infrared spectroscopy 
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2.1.Résumé 
Les diatomées jouent un rôle majeur dans la production primaire des océans ainsi 
que dans l’export de matière organique de l’océan de surface vers l’océan profond. 
Les diatomées requièrent la présence d’acide silicique pour la synthèse de leur 
frustule formé de silice biogène (bSiO2). De part leur métabolisme, les diatomées 
constituent donc un lien entre le cycle du carbone et celui du silicium. Le frustule 
des diatomées augmente leur vitesse de sédimentation. Il a également été suggéré 
que la présence du frustule permettait de lutter contre la pression de broutage 
exercée par le zooplancton et ralentissait la reminéralisation bactérienne. Dans le 
cadre de ce travail, la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) a été 
utilisée pour déterminer la composition biochimique du frustule et de la matière 
organique à laquelle il est associé. La méthode appliquée pour extraire le frustule 
des diatomées a été validée par l’utilisation de standard et par comparaison de 
spectres IRTF. Les résultats obtenus révèlent la contribution relative des principaux 
pools biochimiques (bSiO2, carbohydrates, lipides et protéines) dans différentes 
fractions du frustule. La matière organique domine très nettement la composition 
des cellules entières de diatomée mais est également majoritaire dans le frustule. La 
structure du frustule se révèle être finalement beaucoup plus complexe que celle 
suggérée lors de travaux antérieurs. La présente étude a permis de distinguer trois 
phases du frustule avec une composition biochimique propre à chacune d’elles. La 
première phase semblant correspondre à la gangue organique entourant le frustule 
est composée à 41% de carbohydrates, 44% de protéines et 15% de lipides. Les deux 
autres phases sont constituées d’un mélange de matière organique et de silice 
biogène. La phase la moins réactive est composée de 75% de protéines et 25% de 
bSiO2 alors que la phase la plus réactive est formée de carbohydrates (25%), de 
protéines (25%), de lipides (10%) et de bSiO2 (40%). 
 
 
 
 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
44 
2.2.Abstract 
Diatoms form an important phytoplankton group sharing a large part of the 
global oceanic primary production and of the export of matter toward the deep sea. 
Their particular metabolism links carbon and silicium by forming a frustule made of 
biogenic silica (bSiO2). Diatom frustules ballast the cell and may also play a role 
towards the degradation of organic carbon by protecting cells against zooplankton 
grazing and bacterial degradation. The present study described a new approach to 
characterize the biochemical composition of diatom frustule and closely associated 
components using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). This method was 
validated using standards and spectra comparison. Results revealed the relative 
biochemical composition (bSiO2, carbohydrates, lipids and proteins) of different 
fractions of the diatom frustule. Organic matter pools widely dominate not only the 
whole diatom cell but also the frustule fraction. The frustule structure was finally 
more complex than expected from most previous studies; we identified three phases 
from their relative biochemical compositions. One, possibly the organic coating, is 
closely associated to the frustule but contains no bSiO2. It is made up of 41% of 
carbohydrates, 44% of proteins and 15% of lipids. The two others mixed organic 
molecules and bSiO2 in different proportions that could explain variations in their 
physical or chemical characteristics. The less reactive phase is composed of 75% of 
proteins and 25% of bSiO2 while the more reactive phase is composed of 40% of 
bSiO2, 25% of proteins, 25% of carbohydrates and 10% of lipids. 
 
Key words: Carbohydrate, diatom frustule, Fourier transform infrared spectroscopy, 
lipids and proteins 
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2.3.Introduction 
Diatoms are frequently found as the dominant organisms in phytoplankton 
assemblages. They play a key role in marine primary production, and account for 
40% of the total primary production in the marine ecosystem (Nelson et al. 1995;  
Tréguer et al. 1995). Diatoms require silicic acid to build up their cell walls or 
frustules; thus, they are key players in the biogeochemical cycle of silicon and 
carbon. Because their frustules can function as ballasts and due to their ability to 
enter large particles such as aggregates or fecal pellets, diatoms also tend to 
dominate the export of carbon (Buesseler 1998;  Ragueneau et al. 2006). The 
mechanisms controlling the export of carbon and the depth of carbon 
remineralization in oceans are still poorly understood (Boyd and Trull 2007). 
Therefore, particle fluxes cannot be satisfactorily reconstructed in ocean general 
circulation models (Gehlen et al. 2006). Such models present with several obstacles, 
some of which have been outlined below: (1) poor representation of particle dynamics 
in surface waters (e.g., production of aggregates and fecal pellets), which plays an 
enormous role in biological pump mechanism (Moriceau et al. 2007;  Passow 2004;  
Thornton 2002;  Turner 2002); (2) poor representation of the mesopelagic food web, 
which strongly influences the quality and quantity of the sinking particles 
(Buesseler and Boyd 2009;  Jackson and Burd 2002;  Ragueneau et al. 2006), and (3) 
the fact that the pools of particulate organic carbon (POC), biogenic silica (bSiO2), 
and CaCO3 are treated separately with no biochemical interaction, when it has been 
recognized that these interactions exist and control the relative fate of the biogenic 
elements (Bidle et al. 2002;  Moriceau et al. 2009). 
In this study, we focused on the last of these problems, namely, the interaction 
between the POC and bSiO2 pools. It has been previously suggested (Lewin 1961) 
and demonstrated more recently (Bidle and Azam 1999;  Bidle et al. 2002;  Hoagland 
et al. 1993;  Patrick and Holding 1985;  Swift and Wheeler 1992) that the dissolution 
of bSiO2 strongly depends upon the removal of the organic coating surrounding the 
opal surfaces. Therefore, bacterial activity plays a major role in controlling the 
extent of dissolution as well as the degree of decoupling between Si and C. Secondly, 
Hedges et al. (2001) suggested that frustules may play a protective role in the 
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degradation of the internal organic matter of diatoms (Hedges et al. 2001). On the 
basis of this suggestion, a subsequent study was carried out to investigate both 
bSiO2 dissolution and organic matter degradation of the diatom Skeletonema 
marinoi (Moriceau et al. 2009). In this particular case, it was confirmed that the 
frustule protected the rest of the cell from degradation; in addition, the results also 
suggested that the frustule is composed of 2 bSiO2 phases. Each phase is associated 
with different and specific biochemical pools that could explain their different 
solubility. The biochemical composition of frustules appears to be an important 
factor that requires further exploration to improve our understanding of its impact 
on the relative fate of Si and C upon degradation. 
The frustule is composed of silicified components associated with organic layers. To 
construct the frustules, silicic acid is taken up from the environment by silicic acid 
transporters (Hildebrand et al. 1998;  Thamatrakoln et al. 2006;  Thamatrakoln and 
Hildebrand 2007) and concentrated in intracellular organelles termed silica-
deposition vesicles (SDVs), where silicic acid is polymerized to form bSiO2. 
Numerous studies suggest that an organic matrix influences bSiO2 formation and 
controls bSiO2 nanopatterning in the SDVs (Hecky et al. 1973;  Swift and Wheeler 
1992). In previous studies, Kröger et al. isolated peptides known as silaffins, which 
participate in biomineralization processes within SDVs (Kröger et al. 1999;  Kröger 
et al. 2000;  Poulsen et al. 2003;  Poulsen and Kroger 2004). At one point of the cell 
cycle, SDVs integrate the frustules (Martin-Jézéquel et al. 2000) and potentially 
form an organic layer enclosed between bSiO2 layers. Little is known about the 
interaction between this organic sheet located between the plasma membrane and 
the silicified wall (Kröger and Wetherbee 2000) with the bSiO2 itself. 
In this study, we explored the biochemical composition of diatom frustules by using 
an original method adapted from Granum and Myklestad (1999;  2001) to separate 
biochemical pools of diatom cells and isolate the frustule fraction from the rest of the 
cell. The biochemical composition of diatom cells and frustules was revealed by 
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy (Naumann et al. 1991), and the 
relative cellular concentrations of macromolecules such as proteins, lipids, and 
carbohydrates were estimated (Heise 1997). In the past, FTIR spectroscopy has been 
used to characterize the molecular composition of biological samples in bacteria 
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(Naumann et al. 1991), fungi (Bastert et al. 1999) marine microalgae (Cyanobacteria 
and diatoms) (Giordano et al. 2001;  Stehfest et al. 2005), and fresh water 
cyanobacteria (Dean and Sigee 2006;  Dean et al. 2007). Ours is the first study to 
explore the relative composition of the diatom frustule. The results of this study will 
provide insights that will help in obtaining a better understanding of the role of 
silicon-carbon interactions in bSiO2 dissolution and organic matter degradation. 
 
2.4.Materials and methods  
2.4.1.Cultures 
The marine diatom Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell & Hasle (strain 
CCMP 1049) was cultured at 18 (± 1)°C under a light/dark cycle (16:8 h) in F/2 
medium (Guillard and Ryther 1962) prepared from artificial seawater (Harrison et 
al. 1980) under a photon flux density of 180 µmol photonsm–2s–1. The T. weissflogii 
inoculum was cultured in a mixture of antibiotics (penicillin G, streptomycin, and 
gentamycin) (Guillard 2005) to obtain axenic culture. Absence of bacterial 
contamination was confirmed by plating on Zobell agar plates (ZoBell 1941 ). The 
culture was sampled during the exponential phase of growth and 1 L of the culture 
was centrifuged at 3220 g for 15 min. An aliquot of the supernatant was then 
analyzed using FTIR spectroscopy and while another aliquot was fractionated prior 
to FTIR analysis.  
 
2.4.2.Fractionation of the diatoms 
The physical and chemical treatments applied for fractionation of the diatom are 
presented in Figure I.3. First, the free internal pool was physically separated from 
the rest of the cell fraction by centrifugation. To this end, cells were heated at 70°C 
and sonicated for 120 s at 75 W to induce mechanical rupture of the frustule. The 
sample was centrifuged at 3000 g for 40 minutes, and the supernatant was 
separated from the pellet. Then, the pellet was chemically treated to separate the 
pigments, carbohydrates, and sugar building cellular membranes from what we 
supposed to be the total frustule (TF) using a methanol/chloroform/water (3/5/3) 
extraction method adapted from Granum and Myklestad (1999;  2001). The sample 
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was mixed well and phase separation was accelerated by incubation for 10 minutes 
at 4°C. During this extraction, the compounds were separated according to their 
polarity. Three phases were obtained: 2 liquid phases, namely, a lower chloroform 
phase and an upper methanol phase, and a solid phase between the 2 liquid phases, 
forming an interface. The 3 phases were separated, and we observed the impact of 
different chemical treatments by comparing the FTIR spectra of the solid phase and 
of the materials resulting from these treatments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.3: Physical and biochemical treatments applied to the diatoms for isolation 
of the frustule fraction 
 
First, an aliquot of the solid fraction was heated in an electric bunsen burner in the 
presence of concentrated nitric acid solution (HNO3). Acid treatments are routinely 
used for sample preparation in electronic microscopy (Round 1990) to eliminate most 
of the organic matter linked to the bSiO2 and to observe the surface of the frustule.  
The second and third treatments included hydroxide extractions using NaHCO3 and 
NaOH, which are known to dissolve the bSiO2 (Ragueneau and Treguer 1994). The 
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solid fraction was extracted using 0.5 M NaHCO3 and 1 M NaOH. Both extractions 
were performed at 95°C for 1 hour. 
All the samples were rinsed 3 times with distilled water to eliminate traces of acid 
and base before FTIR analysis. 
 
2.4.3.Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
a) Sample preparation 
Samples for FTIR analysis were prepared using 2 methods: one for liquids 
(intracellular pool; methanol and chloroform phases) and another for solids 
(interface). The liquid sample was prepared by dispensing 30 µL of the sample on a 
silica plate that was then directly introduced into the microplate reader (IR HTS-
XT) of the FTIR spectrometer (Tensor 27 Bruker). The solid samples were dried with 
potassium bromide (KBr) and milled to obtain a fine powder. This powder was 
compressed into a thin pellet before being placed in a desiccator (Schott) under 1 bar 
pressure for 30 minutes. The sample was then introduced into a spectrometer for 
spectral acquisition. KBr was used as a matrix for solid samples because of its range 
of transparency to infrared radiation; 100 mg of KBr was weighed for every 8 mg of 
the sample. 
 
b) FTIR standards 
The FTIR spectra of different standards were analyzed by FTIR and used to 
validate the different steps of the protocol. The chlorophyll a standard was obtained 
from the alga Anacystis nidulans (Sigma-Aldrich). Diatomite is a sedimentary rock 
formed through continuous accumulation of diatom frustules over geological time 
scales. Since it is mainly composed of bSiO2, it was used as the bSiO2 standard. 
 
c) Spectral acquisition 
Spectra were collected on an FTIR spectrometer (Tensor 27 Bruker) equipped 
with a KBr beam splitter and fitted with a deuterated tri-glycine sulfate (DTGS) 
detector. The Bruker system was controlled by a computer using OPUS software 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
50 
version 5.5. The absorbance spectra were collected between 3600 and 600 cm–1 at a 
spectral resolution of 4 cm–1 with 10 scans added and averaged. Differences between 
spectra due to baseline shifts were reduced with a baseline correction using the 
“rubber band” algorithm of 200 baseline points. 
 
d) Band assignments 
Bands were assigned on the basis of band assignments in previous studies by 
Coates (2000), Giordano et al. (2001), and Benning et al. (2004). The different band 
assignments are listed in Table I.1. We estimated the relative contribution of each 
pool to the global biochemical composition by comparing their deconvolved spectra 
(OPUS software, Fourier self-deconvolution, noise reduction: 0.5). The contribution 
of the different FTIR peaks to the global biochemical composition was estimated by 
integrating the surface area of each band. 
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Table I.1: Band assignments for FTIR spectroscopy used in this study 
 
  
Compounds Band Wavenumber (cm-1) Assignment References 
OH frequencies 1 3600-3000 (O–H) stretching Coates 2000 
Lipids frequencies 
 
2 
3 
3000-2800 
~1740 
C-H stretch of saturated CH 
C=O stretch of ester functions 
Coates 2000 
Stehfest et al. 2005 
Protein frequencies 
 
Amide I 
 
 
Amide II 
 
Amine 
 
 
4 
 
 
5 
 
6 
7 
 
~1650 
1650-1590 
 
1650-1540 
 
~1455 
~1398 
 
C=O stretch 
>N-H bend 
 
>N-H bend 
 
CH3 and CH2 asymetric bend 
CH3 and CH2 symetric bend 
Giordano et al. 2001 
Stehfest et al. 2005 
Coates 2000 
Carbohydrates frequencies 8 1200-900 C-O-C stretch Giordano et al. 2001 
Si-compounds frequencies 
9 
10 
11 
1150-950 
950-850 
850_750 
SiO4 tetrahedron bend 
Si-O stretch of Si-OH groups 
Inter-tetrahedral SiO-SI bonds 
Legrand 1998, Coates 2000 
Giordano et al. 2001 
Loucaides et al. 2009 
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The large band observed between 3100 and 3600 cm–1 (band 1; Fig. I.5a) represents 
OH groups from the water and carbohydrate molecules. In Figure I.4, we compared 
the contribution of the OH groups (calculated from the integration of band 1) 
relative to that of carbohydrates (calculated from the integration of band 8) to the 
global composition of the different fractions. The contributions of the OH group and 
carbohydrates were then correlated (R = 0.96; p = 0.0007). The vibration of the OH 
group was widely due to their presence in carbohydrates. Since the contribution of 
carbohydrates could also be calculated from the peaks produced by C-vibrations and 
in order to avoid overestimation of this biochemical pool, band 1 (OH group) was 
removed from the calculations. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.4: Contribution of carbohydrates as a function of the contribution of OH 
groups vibration in the different fraction. (R=0.9582, p=0.0007) 
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2.5.Results 
2.5.1.Biochemical composition of diatoms 
The vibrational bands of whole Thalassiosira weissflogii cells ranged from 3600 to 
600 cm–1 (Fig. I.5a). Figure I.5a demonstrates the relative contribution of each 
biochemical pool in the whole cell, as calculated from the FTIR spectrum shown in 
Figure I.6a. Organic matter constitutes 86% of the global composition of diatoms 
(Fig. I.5a), of which carbohydrates (Fig. I.5a: band 8) and proteins (Fig. I.5a: bands 4 
to 7) were the dominant pools sharing 33% and 40% (Fig. I.5a) of the total, 
respectively. The peak, which was located between 1250 and 1000 cm–1 (Fig. I.5a: 
band 8), corresponded to the C-O stretching of carbohydrates. Four bands were 
associated with proteins. The peaks observed between 1700 and 1500 cm–1 (Fig. I.5a: 
bands 4 and 5) corresponded to C=O stretching and N-H bending of amide 
compounds. The peaks detected between 1385 and 1450 cm–1 (Fig. I.5a: bands 6 and 
7) corresponded to the bending of the methyl group (CH2 and CH3) associated with 
proteins. The amide I and II bands were centered at 1650 cm–1 (Fig. I.5a: band 4) 
and at approximately 1540 cm–1 (Fig. I.5a: band 5), respectively. Amides I and II 
represented 20% and 7% of the global relative biochemical composition of T. 
weissflogii cells, respectively. The contribution of amines to the total composition 
was approximately 13% (Fig. I.6a). Two of the observed bands represented lipids, 
which accounted for 13% of the total organic matter pool (Fig. I.6a). The first band, 
which was detected between 2960 and 2875 cm–1 (Fig. I.5a: band 2), corresponded to 
the stretching vibration of the saturated CH moiety (Coates 2000). The second band, 
which was centered on 1740 cm–1, corresponded to the vibration of the ester carbonyl 
group (Fig. I.5a: band 3). Further, we identified Si-O vibrations of the silica 
tetrahedron SiO4 close to the carbohydrate band at approximately 1075 cm–1 (Fig. 
I.5a: band 9). The band detected at approximately 950 cm–1 (Fig. I.5a: band 10) 
represented the Si-O stretching of the Si-OH groups while that at 800 cm–1 (Fig. 
I.5a: band 11) was attributed to the bending vibration mode of the inter-tetrahedral 
Si-O-Si bonds (Legrand 1998;  Loucaides 2009). The global contribution of silica to 
the diatom composition was approximately 14% (Fig. I.6a).  
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Figure I.5: FTIR spectra of the resulting samples obtained during extraction of the 
frustule fraction from Thalassiosira weissflogii. The FTIR spectra range from 3600 
to 600cm-1. 
(a) FTIR spectrum of whole cells; (b) FTIR spectrum of the intracellular pool; (c) 
FTIR spectrum of the methanol phase; (d) FTIR spectrum of the chloroform phase 
(black curve) and chlorophyll a standard (grey curve) 
(peak 1: OH; peak 2 and 3: lipids; peaks 4: amide I; peak 5: amide II; peak 6 and 7: 
amines; peak 8: carbohydrates and peak 9 to 11: Si) 
Previous page 
 
Figure I.6: Diagram of the relative contribution of biochemical pools (a) Whole cells; 
(b) Intracellular pool; (c) Methanol phase and (d) Chloroform phase 
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2.5.2.Biochemical composition of diatom fractions 
a) Biochemical composition of the liquid phase 
The liquid phase, i.e., the free internal pool, was expected to be mainly composed 
of reserve compounds stored in vacuoles, whereas the solid phase, i.e. the pellet, was 
assumed to be composed of the frustule and associated organic matter, organelles, 
and membranes. 
 
FTIR spectra (Fig. I.5b) were used to calculate the relative biochemical composition 
of the supernatant obtained after centrifugation. Carbohydrates (Fig. I.5b: band 8) 
and proteins (Fig. I.5b: bands 4 to 7) were the dominant components, and they 
accounted for 51% and 46% of the liquid phase, respectively (Fig. I.6b). Proteins 
were mainly detected as amide I (Fig. I.5b: band 4). Peak 10, which corresponded to 
the Si-O stretching of the Si-OH groups, was undetectable in the liquid phase, while 
peak 11, which corresponded to the bending vibrations of the inter-tetrahedral Si-O-
Si bonds, was observed in the intracellular pool (peak 11) contributing to less than 
3% of its composition (Fig. I.6b). 
 
b) Biochemical composition of the methanol phase 
Carbohydrates and proteins dominated the methanol phase (Fig. I.5c) with 2 
bands at approximately 1200 cm–1 (Fig. I.5c: band 8) and 1650 cm–1 (Fig. I.5c: bands 
4 and 5) for carbohydrates and one at 1450 cm-1 (Fig. I.5c: bands 6 and 7) for 
proteins. The protein pool represented 40% of the global composition of this fraction 
and the carbohydrate contribution was 41% (Fig. I.6c). Finally, small bands 
observed at 2850 and 2950 cm–1 were assigned to lipids and pigments (Fig. I.5c). The 
Si pool was also present at a small fraction as peak 11 (Fig. I.6c: 5%). 
 
c) Biochemical composition of the chloroform phase 
In the chloroform phase, lipids clearly dominated the fraction with a contribution 
of 55% (Fig. I.6d) as shown by the bands observed between 2800 and 3100 cm–1 and 
around 1740 cm–1 (Fig. I.5d, black curve). The presence of pigments was confirmed 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
57 
using a chlorophyll a standard (Fig. I.5d, grey curve: 3000, 1750, 1375, and 1240 cm–
1). Carbohydrates and proteins were detected (Fig. I.6d: 18% and 13%, respectively). 
The silica pool represented 14% of the fraction (Fig. I.6d). 
 
d) Biochemical composition of the solid fraction 
FTIR spectra of the solid fraction (Fig. I.7a, black curve) revealed the same bands 
as those observed in the case of whole cell analysis (Fig. I.7a, grey curve). Spectra 
were normalized on the silica band (1074 cm–1) to account for any differences in the 
mass of the KBr pellets. The contribution of silica to the solid fraction was twofold 
higher than that in the whole cell extract (Fig. I.7a: 27% for frustule vs. Fig. I.6a: 
14% for the whole cell fraction). Carbohydrates formed 33% of the whole cell 
fraction, whereas it was 26% in the frustule fraction (Figs. I.6a and I.8a). The 
protein contribution was 40% in the whole cell fraction, and it was found to be lower 
in the frustule fraction at 35% (Figs. I.6a and I.8a). Among proteins, the ratio 
between amides I and II was reduced to half, from 2.8 to 1.4. Compared to the amide 
composition in the whole cell fraction, the amide I fraction declined whereas the 
amide II fraction slightly increased in the frustule fraction. The amine pool 
contribution remained relatively constant at approximately 12%. Only 1 lipid band 
was visible between 2800 and 3000 cm–1 (Fig. I.7a), and the other band, which was 
located at approximately 1740 cm–1 disappeared or was hidden by the amide bond 
vibrations. 
 
2.5.3.Strength of Si-OC interactions in the frustule 
To test the strength of the interaction between carbon and silica, we used a nitric 
acid wash to discard the organic matter and a basic treatment to dissolve the bSiO2 
and observe the remaining organic matter.  
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Figure I.7: FTIR spectra of Thalassiosira weissflogii frustules. FTIR spectra range 
from 3600 to 600 cm-1 
(a) Frustule fraction (black curve) and whole cell (grey curve) 
(b) Nitric acid-washed frustule fraction (black curve) and diatomite standard (grey 
curve) 
(c) NaOH (black curve) and NaHCO3 (grey curve) washed frustule 
(peak 1: OH; peak 2 and 3: lipids; peaks 4: amide I; peak 5: amide II; peak 6 and 7: 
amines; peak 8: carbohydrates and peak 9 to 11: Si) 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
60 
a) Acid treatment 
The acid treatment strongly modified the general FTIR spectrum (Fig. I.7b: black 
curve). Two major spectral regions were observed: the carbohydrate bands (Fig. I.8b: 
3600–3000 and 1250–1100 cm–1) and the amide bands (Fig. I.7b: ~1650 and 1530 
cm–1). Indeed, the OH band (Fig. I.8b: band 1) was largely reduced and the shoulder 
of the main peak (Fig. I.7b: 1250–1000 cm–1), which was also present in the raw 
frustule spectrum, was considerably diminished with the treatment. The band 
centered around 1070 cm–1 corresponded to the Si-O vibrations from bSiO2 but also 
partly corresponded with the carbohydrate vibration. After the treatment, the shape 
of this band fits well with that of diatomite (Fig. I.7b: grey curve), and comparison 
revealed that the total organic matter pool was still a major component of the 
frustule fraction. In the case of bSiO2, one band was observed at around 1075 cm–1, 
corresponding to the stretching vibration of the SiO4 tetrahedra, and another was 
observed at around 800 cm–1, which could be attributed to the bending vibration of 
the inter-tetrahedral Si-O-Si bonds. After the treatment, silica, followed by proteins, 
was the major component of the solid fraction (Fig. I.8b: approximately 36% and 
32% for silica and proteins, respectively). Among proteins, amides dominated at 22% 
(Fig. I.8b: 14% and 8% for amide I and amide II, respectively). Lipids and 
carbohydrates were also important constituents of this fraction, and their 
contributions to the biochemical composition were approximately 11% and 21%, 
respectively (Fig. I.8b). 
 
b) Basic treatments 
The 2 basic treatments had the same global impact on the solid fraction; both 
dissolved the quasi totality of the bSiO2. Indeed, the FTIR spectra in Figure I.8c are 
simpler than all the other spectra obtained before. Proteins were the main 
compound with a small amide I peak (Fig. I.7c: 1650 cm–1) and a bigger amide II 
peak (Fig. I.7c: 1450 cm–1). Amide II contributed to 64% and 50% of the global 
composition of NaHCO3- and NaOH-washed frustules, respectively (Fig. I.8c and d) 
whereas amide I formed approximately 14% and 24% of the total, respectively (Fig. 
I.8c and d). The global contribution of proteins in the frustule fractions treated with 
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both NaHCO3 and NaOH was approximately 75%. The treatments dissolved most of 
the bSiO2; however, in both cases, a remaining peak of silica could be observed (Fig. 
I.7c: 1000 cm–1; Fig. I.8c and d: 13% and 23%). The remaining matter was composed 
of organic matter and the less reactive bSiO2 phase. 
 
Figure I.8: Diagram of the relative contribution of biochemical pools (a: Frustule 
fraction; b: Nitric acid-treated frustule fraction; c: NaHCO3-treated frustule fraction 
and d: NaOH-treated frustule fraction) 
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2.6.Discussion 
2.6.1.Diatom fractions 
In the present study, we separated different fractions of the diatoms and analyzed 
their biochemical composition, following which we determined the biochemical 
composition of the frustule. 
The contribution of each biochemical pool in the different fractions depends on 
environmental conditions. In optimum growth conditions, microalgae make reserve 
pools of carbon. Under conditions of limited nutrient availability, these reserves are 
used to synthesize organic compounds (Granum and Myklestad 2001). In this study, 
the diatoms were cultured under optimum conditions; therefore, we expected the 
presence of reserve pools in their protoplasm. Carbohydrate is the principal form of 
carbon storage, and β-1,3 glucan is the reserve polysaccharide in diatoms (Granum 
and Myklestad 1999). Carbohydrates were dominant in the liquid phase obtained by 
the physical treatment (Fig. I.6b). As expected, the physical treatments (heating, 
sonication, and centrifugation) liberated reserve compounds such as carbohydrates 
that were not strongly linked to the structural parts of the cells (e.g., membranes, 
frustules, or organelles). Moreover, carbohydrates that were collected following 
physical treatment could also have another possible origin. Indeed, diatoms excreted 
carbohydrates in the form of exopolysaccharide (EPS), particularly in response to 
stress (Underwood et al. 2004). TEPs (transparent exopolymer particles) are 
carbohydrates formed from partially dissolved EPS (Passow 2002b and reference 
therein) that can be attached to the frustule. Sonication is a method used to extract 
bound polysaccharides (Comte et al. 2006). The physical treatment of sonication 
coupled with centrifugation must have released large amounts of TEP and bound 
EPS into the supernatant. In the case of carbohydrates, we assumed that the 
physical treatment isolated mainly reserve proteins in the free intracellular pool 
(Figs. I.5b and I.6b: 46%). Most lipids (such as sterols and fatty acids) are 
incorporated in cell membranes (Volkman et al. 1998), and thus it can be explained 
that lipids were not released by the physical treatment due to their structural 
function (Fig. I.6b). 
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The chemical extraction procedure used for the pellet (CHCl3/MeOH/H2O) is a 
widely used technique for lipid extraction (Whyte 1987). It directly affects cell 
membrane integrity and separates compounds based on their polarity. As this 
chemical treatment disrupted the chemical integrity of the organic structures, the 
carbohydrates and proteins released in the methanol phase (Fig. I.5c) and lipids 
released in the chloroform phase were mainly structural compounds that had been 
separated in these phases according to their polarity.  
Pigments were also isolated in the chloroform phase (Figs. I.5d and 6d) and their 
vibration bands were validated using a chlorophyll a standard (Fig. I.5d). We 
observed a slight shift between pure chlorophyll a peaks and the pigment peaks due 
to the chemical environment of the lipid compounds (Coates 2000). The shift could 
also be because the diatoms may have contained a different chlorophyll type 
(chlorophyll a and c). Pigment vibrations were impossible to detect on the other 
spectra because they were occluded by the carbohydrates and silica bands.  
Methanol preferentially extracted carbohydrates and protein whereas chloroform 
mainly extracted lipids, but we also observed some carbohydrates and proteins in 
the chloroform phase (Fig. I.6d: 18% and 13% respectively) and some lipids and 
pigments in the methanol phase (Fig. I.6c: 14%). We reckon that this could be due to 
a contamination during phase separation. It is noteworthy that some lipids have 
almost the same polarity than the carbohydrates (See review in Parrish 1988), 
which could explain why the lipids accounted for 14% of the total biochemical 
components extracted in the methanol phase (Fig. I.6c). For the same reason, 
chloroform could also extract some carbohydrates. 
The chemical treatment had attacked the membrane, organelles, and perhaps part 
of the most reactive bSiO2 phase of the frustule as referred in Moriceau and 
coworkers, (2009). This could explain the presence of silica in the methanol phase 
(Fig. I.6c: 5%) and in the chloroform phase (Fig. I.6d: 14%) as shown by the peak 
representing inter-tetrahedral Si-O-Si bonds detected around 800 cm–1. We believe 
that the presence of this peak can be explained by the release of the stored 
intracellular dissolved silica for use in the polycondensation and silicification 
processes initiating in SDVs. The soluble form of Si present in the free pool is still 
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ambiguous (Claquin and Martin-Jezequel 2005). It probably consists of monosilicic 
acid and low-molecular-weight polysilicic acid. Several studies have even suggested 
the existence of organosilicon compounds, which may form a water-insoluble Si pool 
that would preferentially be extracted by chloroform (Kinrade et al. 2002;  Penna et 
al. 2003;  Sullivan 1979). 
FTIR spectra of the different fractions (Fig. I.5a–d) showed that reserve compounds 
were extracted during the physical treatment while structural compounds were 
extracted during the chemical treatments by chloroform or methanol depending on 
their polarity. These treatments did not affect the integrity of the diatom frustule, 
as it can be observed by the slight contribution of the Si pool to the composition of 
the liquid phases obtained from these 2 treatments. The solid interface fraction is 
the phase that definitely contains the diatom frustule. 
 
2.6.2.Biochemical composition of diatom frustules 
In order to better understand the formation and structure of the diatom frustule, 
we characterized the organic matter linked to the frustule and evaluated the 
strength of the interaction between the organic pools and the bSiO2. The relative 
contribution of silica in the whole cell fraction was approximately 10%, which is in 
the same range as that obtained in other studies (Pugh 1975). Interestingly, 
although the relative contribution of bSiO2 was twofold higher in the total frustule 
fraction than in the whole cell, bSiO2 contributed only 27% to the total frustule 
fraction (Fig. I.5a and 8a: 14% and 27% in the whole cell and total frustule, 
respectively). The contribution of the organic matter was still significant despite the 
different treatments, indicating strong interactions between the organic matter and 
bSiO2 in the diatom frustule. 
Hecky et al. (1973) were the first to establish a schematic overview of the frustule. 
According to them, organic layers and bSiO2 are linked but present in separate 
homogeneous layers. The presence of an organic coating surrounding the frustule 
surface was confirmed by several studies conducted thereafter (Bidle and Azam 
1999;  Bidle et al. 2002;  Hoagland et al. 1993;  Patrick and Holding 1985;  Swift and 
Wheeler 1992). An increasing number of studies on the internal structure of the 
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frustule have proved that organic carbon and silica are more intimately linked 
inside the frustule than previously envisioned (See review in Kröger and Poulsen 
2008). In this study, we isolated the diatom frustule using different treatments. The 
nitric acid bath later applied to this fraction probably released the external organic 
coating in the free pool fraction. If we accept this hypothesis, our results showed 
that the external coating is composed of 44% proteins, 41% carbohydrates, and 15% 
lipids. The high proportion of proteins could be explained by the slight degradation 
of the protein-rich internal organic matter pool of the frustule. The high proportion 
of carbohydrates has also been reported in a previous study (Hoagland et al. 1993). 
The extracellular organic coating surrounding the bSiO2 forms a physical barrier 
toward dissolution (Bidle and Azam 1999, Bidle et al. 2002), but the coating is 
sufficiently porous to allow fluorescent tracers to pass through the membrane and 
fix on to the silica (Desclés et al. 2008). Internal interactions between the silicon 
matrix and organic molecules could explain the mechanical protection property of 
the diatom frustule highlighted by Hamm (2003) and the different dissolution rates 
and solubilities observed for different phases of the same frustule fraction (Gallinari 
et al. 2002;  Khalil et al. 2007;  Moriceau et al. 2009). Hildebrand and Wetherbee 
(2003) suggested similarities between the physical properties of abalone shells and 
the diatom frustule. The abalone shell is primarily composed of calcium carbonate 
and is 3000 times more fracture-resistant than the crystalline form of calcium 
carbonate because it contains a small amount of organic material.  
Our results revealed that in the frustule fraction, the organic matter pool, 
particularly the carbohydrates, dominated the molar composition (Fig. I.8b: 21% of 
the global composition). The implication of lipids in the frustule matrix is less 
important other compounds. The role of lipids and carbohydrates in frustule 
formation is still unknown, but the role of proteins has been well described in recent 
studies of Kröger et al. (1999, 2000, 2001, 2003, 2004, and 2008). In their work, they 
demonstrated the role of proteins in bSiO2 formation. Our results (Fig. I.6b) 
corroborated the high involvement of proteins in the frustule structure as protein 
functional groups formed the major fraction of the pool (32%, Fig. I.8b). The nature 
of the protein pool was not the same in the frustule and in the whole cell (Fig. I.8b 
and Fig. I.6a). The contribution of amide I to the protein functional groups decreased 
I. Explorer la composition biochimique du frustule des diatomées 
 
66 
from 50% in whole cells to 44% in frustules while amide II contribution reached 25% 
of frustule protein pool instead of 17% in diatom cells. Amides are derived from 
primary or secondary amines (Gunanathan et al. 2007). Kröger et al. (1999;  2000;  
2001) identified different complex proteins involved in frustule formation that are 
characterized by secondary and tertiary amine bonds. 
 
Recently, Vartanian et al. (2009) demonstrated that morphogenesis of diatom bSiO2 
is nonuniform. These observations corroborated the potential implication of two 
silicification models in the frustule formation. The dendrite-like structures observed 
in the diatoms were explained by a diffusion-limited aggregation model (DLA) 
(Gordon and Drum 1994;  Parkinson et al. 1999). In this first model, the need for 
organic matter is less obvious, implying that the biogenic silica formed this way 
contains fewer organic molecules and polyamines. The phase separation model is a 
second model proposed for the areola structures in Coscinodiscus species (Sumper 
2002). In this model, the bSiO2 phase is produced around a complex organic matter 
layer that is potentially incorporated inside the bSiO2 matrix or degraded after the 
mineral phase synthesis. These 2 silicification processes involved very different 
interactions with the organic matter, explaining the different silica phases 
evidenced by recent studies (Gallinari et al. 2002;  Khalil et al. 2007;  Moriceau et al. 
2009). In these laboratory and modeling experiments, the authors measured or 
calculated the different dissolution properties (solubility and rates) of diatom 
frustules independently across different species or growth conditions. Our results 
tend to confirm their hypothesis that at least 2 different bSiO2 phases exist due to 
different compositions in terms of organic matter content. 
 
The basic treatment using NaOH dissolved less bSiO2 than the treatment using 
NaHCO3. Nevertheless, both treatments released the same proportion of each 
biochemical pool—40% bSiO2, approximately 25% each of carbohydrates and 
proteins, and slightly over 10% lipids.  
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The dissolution of diatom frustules is not homogenous throughout the valve. Jansen 
(2002) showed that the dissolution was higher in the pore from the middle of the 
valve than from the side of the valve. Throughout the dissolution, the pore size 
increased. As suggested by Vartanian et al. (2009), pores are formed by the phase 
separation model, indicating the occurrence of an important integration of organic 
matter. As the dissolution of diatom valves starts from these pores, the presence of 
this particular organic matter seems to accelerate the dissolution of the first bSiO2 
phase. From our results, we could hypothesize that the organic matter guiding the 
silicification during the separation phase could be made of the 3 biochemical pools of 
carbohydrates, proteins, and lipids. On the contrary, in the second bSiO2 phase, the 
interactions between bSiO2 and organic matter are controlled by strong chemical 
links that protect this phase toward dissolution. The less reactive bSiO2 phase was 
characterized by an important protein pool (approximately 75% proteins). This pool 
was mainly composed of amide II (Fig. I.9c) and not amide I, which was dominant in 
the raw frustule (Fig. I.8b). Conversely, the amount of proteins that remained after 
the strong acid-base treatment confirmed that proteins, both entire and partially 
degraded, are efficiently trapped in the frustule and are protected by the bSiO2. 
Proteins were the most implicated biochemical molecules in the frustule matrix. The 
proteins observed in the frustules, known as silaffins and long-chain polyamines 
(LCPA), were certainly involved in the polycondensation of silicic acid that was 
trapped by the integration of the SDVs (Kröger et al. 1999;  Kröger and Wetherbee 
2000;  Kröger et al. 2000;  Kröger et al. 2001;  Poulsen et al. 2003). The silaffins are 
rich in glycine, and Ingalls et al. (2003;  2006) and Moriceau et al. (2009) 
demonstrated that this amino acid is preferentially exported to deeper layers of the 
ocean during organic matter degradation. Our results are in agreement with the 
theory of Tesson et al. (2009), who indicated that lipids may be present in the 
organic casing surrounding the frustules and also enclosed within the frustules and 
that could be highly exportable to the deep ocean. Lipids enclosed in the frustule are 
exported with the reactive phase and not with the refractory phase and will be 
exported as deep as the reactive phase will travel, not as deep as the bSiO2 goes. 
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2.7.Conclusion and perspectives 
The present study described a new approach in FTIR for investigating the 
biochemical composition of diatom frustules and closely associated components. In 
this study, we validated this method and analyzed the different fractions of diatoms 
by using FTIR. We demonstrated that the organic matter pool was dominant not 
only in the whole cell of the diatom but also in the frustule. The frustule structure 
was found to be more complex with overlaps of organic matter inside the silica 
matrix. Our FTIR results confirmed the hypothesis of Moriceau et al. (2009) to 
explain the presence of different phases in the frustule. The less reactive phase was 
composed of 75% protein and 25% bSiO2, while the more reactive phase was 
composed of 40% bSiO2, 25% proteins, 25% carbohydrates, and 10% lipids. This 
characterization of organic matter in the less reactive phase is important to better 
understand frustule formation, as the composition of the more reactive phase could 
be representative of the basic structure required for the formation the frustule by 
separation phase. Moreover, the organic matter enclosed in the frustule is the most 
exportable organic matter through the water column. Indeed, organic matter 
degradation and bSiO2 dissolution simultaneously occur throughout the 
sedimentation of diatoms in the water column, and as reported in several studies, 
they are accompanied by numerous other processes. Changes in the silica and 
carbon interactions could explain some of the variations in silica dissolution and 
carbon degradation. Simultaneous studies of silica dissolution and carbon 
degradation are required to obtain a greater understanding of these Si-OC 
interactions and to clarify their role in diatom remineralization. Moreover, while the 
contribution of the biochemical pool in diatoms is impacted by environmental 
conditions, the effects of culture conditions on the organic matter pool in the frustule 
are still unknown. Changes in the frustule composition may affect the quantity and 
quality of the carbon export from the surface waters to the deep ocean and the 
remineralization rate of diatoms. 
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Phase MeOH/H2O 
Carbohydrates et protéines 
Phase CHCl3  
Lipides et pigments 
Fraction solide : frustules 
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II.Interactions Si-OC dans le frustule ; impact des conditions 
de croissance 
1.Préambule 
1.1.Contexte de l’étude 
Les interactions Si-OC au sein des diatomées sont suspectées d’influencer à la fois 
la dégradation de la matière organique et la dissolution de la bSiO2 (Hedges et al. 
2001, Moriceau et al. 2009). L’important pool de matière organique mis en évidence 
jusque dans la phase la plus réfractaire du frustule et décrite au chapitre précédent 
nous incite à explorer encore davantage les interactions Si-OC et leur variabilité 
chez les diatomées. Ces interactions vont se former au cours de la synthèse du 
frustule, lors de la division cellulaire (Claquin et Martin-Jézéquel. 2002, Hildebrand 
et al. 2006, Hildebrand and Wetherbee 2003, Kroger et al. 2000, 2001, Martin-
Jézéquel et al. 2000). Mais lors de leur croissance, les diatomées rencontrent 
rarement des conditions optimales. Elles doivent notamment faire face à des 
fluctuations des paramètres physico-chimiques du milieu susceptibles de faire varier 
plus ou moins intensément la répartition entre les pools organiques majeurs 
composant la diatomée. En particulier, la nature des interactions Si-OC est 
susceptible d’être modifiée en fonction de la disponibilité en sels nutritifs qui 
contrôlent, en partie, la production de matière dans les océans. De nombreuses 
régions océaniques sont périodiquement ou continuellement carencées par un ou 
plusieurs éléments nutritifs nécessaires à la croissance du phytoplancton. La 
croissance est alors limitée. En période d’efflorescence massive de cellules 
phytoplanctoniques (bloom), une carence stricte (starvation) en un sel nutritif peut 
apparaître. Les objectifs de ce travail sont d’étudier l’impact des conditions de 
croissance sur le métabolisme des diatomées et sur la réallocation des pools 
biochimiques majeurs en particulier dans le frustule. On a donc choisi ici de se 
placer en condition de fin de bloom et d’explorer l’impact de starvations en silicate, 
phosphate et nitrate sur le métabolisme des diatomées et sur la nature des 
interactions Si-OC qui se forme au sein du frustule. L’impact des conditions de 
croissance sur le métabolisme des diatomées a été évalué en mesurant les variations 
de capacités photosynthétiques par fluorimétrie PAM. L’impact sur les interactions 
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Si-OC a ensuite été estimé à partir des variations de la répartition des quatre pools 
organiques majeurs : protéines, carbohydrates, lipides et silice biogène. La méthode 
développée en première partie de ma thèse a été utilisée ici pour étudier ces 
variations dans les différentes fractions de la diatomée : la cellule entière (Whole 
Cell, WC), le frustule en présence de sa membrane organique (Total Frustule, TF), la 
membrane organique (Organic Coating, OC), le frustule débarrassé de cette 
membrane (acid washed frustule, FAW) et le frustule partiellement dissous par une 
attaque basique (basic washed frustule, FBW). Afin de faciliter la compréhension du 
manuscrit, la figure II.5 présente les différentes fractions isolées à partir des cellules 
de diatomées. 
 
1.2.La photosynthèse 
Les diatomées sont des organismes unicellulaires photosynthétiques. La 
photosynthèse permet la synthèse de molécules carbonées grâce à la transformation 
de l’énergie lumineuse en énergie chimique. Elle a lieu dans les chloroplastes, au 
niveau des thylakoïdes. La photosynthèse comprend deux phases, elles-mêmes 
divisées en de nombreuses étapes. Les réactions photochimiques (1ère phase) 
fournissent l’énergie nécessaire à la fixation du carbone via le cycle de Calvin (2ème 
phase). Au cours des réactions photochimiques (Fig. II.1), la lumière, absorbée par la 
chlorophylle, entraine un transfert d’électrons du photosystème I (PSI) au 
photosystème II (PSII). 
Les électrons viennent réduire le NADP+ en NADPH + H+. Le flux d’électrons 
s’accompagne d’un transfert de protons à travers la membrane, du stroma au lumen. 
Il s’installe un gradient de protons de part et d’autre de la membrane 
thylakoïdienne. La synthèse d’ATP est déclenchée par un flux de protons, inverse du 
gradient établi, à travers le complexe d’ATPase chloroplastique qui agit comme une 
pompe à protons, productrice d’ATP libéré dans le stroma du chloroplaste. Les 
produits finaux des réactions photochimiques (NADPH et ATP) sont utilisés pour 
synthétiser du 3-phosphoglycerate via la fixation du dioxyde de carbone par la 
RuBisCo au cours du cycle de Calvin. Les glucides formés dans les chloroplastes 
fournissent aux diatomées l’énergie chimique et les chaînes carbonées nécessaires à 
la synthèse des principales molécules organiques des cellules.  
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Figure II.1: Transport d’électrons dans la membrane thylacoïdale, les principaux 
composants de la chaîne photosynthétique 
 
En effet, le 2 Glyceraldehyde-3-phosphate est le précurseur des voies de synthèse 
des glycérides et des phospholipides et le 2,3-phosphoglycérate intervient lui dans le 
cycle de Krebs permettant ainsi la synthèse des acides aminés et des principaux 
lipides (Fig. II.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.2 : Vue schématique des principales réactions biochimiques dans une 
cellule de diatomée (PS: PhotoSynthesis ; ATP: Adenosine-Tri-Phosphate ; NADPH: 
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; GAP: 3-Phosphoglycerate ; PEP: 
Phospho-Enol-Pyruvate ) 
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1.3.Estimation de l’activité photosynthétique par fluorimétrie PAM 
La fluorimétrie Water - PAM (Pulse Amplitude Modulated) utilise des LED (Light 
Emitting Diodes) afin d’exciter l’appareil pigmentaire des microalgues. Pour les 
diatomées, l’éclairement se fait généralement dans le bleu (470 nm) ; longueur 
d’onde pour laquelle l’excitation des pigments est relativement importante du fait 
des fortes absorptions de la fucoxanthine, de la chlorophylle c et des caroténoïdes. 
Afin d’obtenir ainsi des mesures optimales, l’appareil photosynthétique est mis au 
repos (pas de transport d'électron) en plaçant les cellules algales à l'obscurité 
quelques minutes. 
 
L’appareil photosynthétique est ensuite excité par 3 types de sources lumineuses : 
 Un faible éclairement (Fig. II.3 : ML) qui induit une émission de fluorescence 
sans mise en œuvre de la photosynthèse et permet de déterminer le paramètre F0 
qui donne une estimation de la biomasse présente dans l’échantillon (Fig. II.3). 
 Un flash de lumière saturante (Fig. II.3 : LS) (bleu, 470 nm) court et intense qui 
conduit à la fermeture des centres réactionnels du PSII aboutissant à une 
augmentation de la fluorescence émise et des pertes thermiques. La fluorescence 
maximum, Fm, équivalente à l’activité photosynthétique est alors déterminée 
(Fig. II.3). 
 Un flash de lumière actinique (Fig. II.3 : LA) est utilisé pour stimuler l’appareil 
photosynthétique et induire la mise en place de la photosynthèse grâce à un 
éclairement qui peut dépasser 2000 µmol.photons.m-2.s-1. 
 
Le rendement maximal de fluorescence du PSII est défini par : 
   
  (Genty et al. 1989) 
 
Ce rendement mesure la fraction maximale de photons absorbés qui peut être 
utilisée pour la mise en place des processus d’échanges chimiques et de transport 
d’électrons. 
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Figure II.3 : Mesure de la fluorescence de l’appareil photosynthétique par 
fluorescence modulée (D'après Kooten and Snel 1990) 
 
Les pigments sont excités par une série de huit flashs saturants dont l’intensité 
d’éclairement augmente progressivement et permet d’obtenir le taux relatif de 
transport d’électron (rETR) en fonction de l’éclairement (E) (Fig. II.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.4: Courbe PE obtenue à l’aide d’un PAM. Les points correspondent aux 
mesures expérimentales ; la courbe à l’ajustement d’un modèle de photosynthèse de 
type Eilers et Peeters (1988) 
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Le rETR peut être calculé à partir l’évolution du Fv/Fm en fonction de l’éclairement : 
 
 
 
 
L’ensemble des rETR obtenus permet d’obtenir une courbe PE (Fig. II.4 : 
Production/Energie) en appliquant différents modèles de photosynthèse. Dans le 
cadre de ce travail, le modèle retenu est celui d’Eilers et Peeters (1988) prenant en 
compte le phénomène de photoinhibition (baisse de la photosynthèse aux fortes 
intensités lumineuses) : 
 
 
 
 
On en déduit α, pente à l’origine ; ω, pente liée à la photoinhibition et rETRmax, le 
transport d’électron relatif maximal : 
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2.1.Résumé 
Afin de mieux décrire l’export de matière dans l’océan au sein des modèles 
globaux, il faut préalablement améliorer notre compréhension des facteurs 
contrôlant le recyclage de la matière au cours de la sédimentation parmi lesquels 
interviennent les interactions Si-OC. La nature, la quantité et la force des 
interactions Si-OC formées lors de la synthèse du frustule des diatomées restent peu 
connues tout comme leur variabilité selon les conditions de croissance. Cette étude 
montre l’impact de carences strictes en sels nutritifs sur le métabolisme de la 
diatomée Thalassiosira weissflogii et sur la contribution relative des pools 
biochimiques globaux à la constitution des cellules entières et de différentes 
fractions du frustule. Les résultats obtenus par fluorimétrie (PAM) et par 
spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) montrent clairement l’effet 
des carences strictes en sels nutritifs sur la physiologique des diatomées se 
traduisant entre autre par des modifications au niveau des pools biochimiques. 
L’absence de nitrate apparaît comme la carence la moins préjudiciable pour le 
métabolisme des diatomées. Mais aucune carence n’a d’impact important du point de 
vue de la cellule totale, les différences apparaissent dans les différentes parties de la 
cellule. Seule la carence en silicate provoque une légère augmentation de la 
contribution relative des protéines et une diminution de celle des carbohydrates. La 
composition relative de la membrane externe s’est révélée fortement sensible aux 
carences. Une forte diminution de la contribution relative des protéines en faveur 
des lipides a été observée pour la carence en nitrate alors qu’inversement l’absence 
de phosphate augmente fortement la proportion des protéines et diminue fortement 
celle des carbohydrates. Les carences modifient également la composition des phases 
internes du frustule et en particulier les contributions relatives en protéines et en 
carbohydrates qui peuvent fortement influencer l’architecture du frustule et la 
résistance mécanique et chimique de ce dernier. 
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2.2.Abstract 
Interactions between carbon and silica in the diatom frustule play an important 
role in carbon export through their impact on diatom remineralization (carbon 
degradation and biogenic silica dissolution). To ameliorate model prediction of the 
fate of Si and organic matter during sedimentation, there is a need to first 
understand the origin and nature of Si-OC interactions, their impact on diatom 
remineralization and their variability with environmental conditions. In this study 
we focus on the impact of nutrient starvations on the formation and nature of these 
interactions in an ubiquitous diatom, Thalassiosira weissflogii. Fluorescence reveals 
the strong impact of all starvations on diatom metabolism while Fourier 
transformed infrared (FTIR) spectroscopy clearly showed that starvations altered 
the composition of the different diatom fractions. The relative compositions of whole 
cells were almost not impacted by starvations except Si(OH)4 starvation that slightly 
increased proteins relative contribution while decreasing carbohydrate. Starvation 
impacts became obvious looking at the composition of the different part of the 
diatom. The relative biochemical composition of the organic coating, protecting the 
frustule from the environment, was strongly affected by starvation. Under nitrate 
starvation, carbohydrate contribution increased while protein contribution 
decreased. Inversely, phosphate starvation increased the proportion of proteins and 
decreased carbohydrates contribution. Starvations also modified the different 
frustule phases. bSiO2 contribution decreased in the less reactive phase under 
silicate and phosphate starvation whereas nitrate starvation rather increased 
carbohydrate and protein pools. Phosphate starvation also led to an important shift 
of dominance among protein groups between amide I and amide II which compounds 
are suspected to play a key role in the frustule synthesis and architecture. Nutrient 
starvations affected the relative biochemical composition of diatom frustule fractions 
and organic coating which could imply a strong impact on frustule structure and 
architecture but also on frustule mechanical and chemical resistance. 
 
KEY WORDS: diatom frustule; FTIR, organic matter pool; starvation; PAM 
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2.3.Introduction 
Spatial and temporal occurrence and the species composition of phytoplankton 
efflorescence are controlled by environmental conditions such as nutrient or light 
availability, which affect phytoplankton metabolism. Diatoms form a 
phytoplanktonic group that can be distinguished from others by their cell wall, 
called frustule, which is composed of biogenic silica (bSiO2) derived from 
polymerization of silicic acid, Si(OH)4. Si(OH)4 concentrations can consequently limit 
diatom growth during bloom in coastal waters (Nelson and Dortch 1996;  Ragueneau 
et al. 1994) and also in the open ocean (Brzezinski and Nelson 1996;  Dugdale et al. 
1995). The availability of other macronutrients could also limit diatom growth and 
affect diatom physiology because of the metabolic requirements of the organisms. 
Nitrogen and phosphorus are, together with carbon, the basic elements used in the 
synthesis of organic molecules through photosynthesis. Moreover, phosphorus also 
plays a key role in energetic transfers (ATP) and is essential in DNA molecules and 
cellular membrane structure. In this study, we aim to differentiate nutrient 
starvation from nutrient limitation. Nutrient limitation is very common in the open 
ocean where phytoplankton cells have to adapt to nutrient concentration levels that 
may be far from their optimum growth condition (represented by their affinity to the 
different nutrients). Nutrient starvation mainly occurs at the end of a bloom when 
the concentration of the most limiting nutrient becomes close to 0. In this second 
situation, phytoplankton cells are suddenly subjected to nutrient stress while they 
are growing in almost optimum conditions. Few studies have reported on the impact 
of nutrient starvation on diatom photosynthesis (De La Rocha and Passow 2004;  
Lippemeier et al. 2001), whereas the effects of nutrient limitation have been widely 
observed (Beardall et al. 2001;  Berges et al. 1996;  Lippemeier et al. 1999;  Osborne 
and Geider 1986;  Reynolds et al. 1997). Macromolecules (carbohydrates, amino 
acids, and lipids) are synthesized from carbon skeletons of sugars produced during 
photosynthesis. Production of main biochemical pools seems to be correlated with 
the different growth phases. For example, protein synthesis occurs in the initial 
exponential growth phase, whereas the protein pool is reduced in the stationary and 
senescent phases when nutrient availability decreases (Mayzaud et al. 1990). 
Although NO3, Si(OH)4, and PO4 stresses all induce a decrease of photosynthetic 
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activity, the impact on biochemical pools will depend on the limiting nutrient. NO3 
depletion mainly affects the lipid content of diatoms (Shifrin and Chisholm 1981), 
whereas depletion of both NO3 and PO4 reduces the protein pool while increasing 
carbohydrate synthesis (Guerrini et al. 2000). Si(OH)4 starvation is not supposed to 
impact diatom photosynthesis as the energy required for silicification is not provided 
by the photosynthesis (Sullivan 1976) but by aerobic respiration (Lewin 1955). 
However, Lippemeier et al. (1999) clearly showed that Si(OH)4 metabolism has 
strong influences on the photosynthetic parameters of diatom cells. The impact of 
nutrient starvation on the biochemical composition of diatom cells if not well known 
can modify the quality of diatom organic matter; indeed, many studies have shown 
an impact of nutrient conditions on the phytoplankton nutritional properties leading 
to a decrease of the reproductive success of copepods (Koski et al. 1998;  Koski et al. 
2006;  Tang and Dam 2001). Understanding the biochemical changes in diatoms is 
essential because of their potential impact on the food web. Diatoms play a key role 
in marine primary production, and account for 40% of the total primary production 
in the marine ecosystem (Nelson et al. 1995;  Smetacek 1999;  Tréguer and 
Pondaven 2000). Because their frustules can function as ballasts, and because they 
can enter large particles such as aggregates or fecal pellets, diatoms also tend to 
dominate the export of carbon (Buesseler 1998;  Ragueneau et al. 2006). 
Remineralization of bSiO2 and diatom organic matter will occur in the water column 
and is controlled by many factors, such as zooplankton grazing (Jansen 2008) and 
bacterial degradation (Bidle and Azam 1999). Moreover, while the contribution of 
the biochemical pool in diatoms is affected by environmental conditions, the effects 
of growth conditions on the organic matter pool in the frustule are still unknown. 
Changes in the frustule composition may affect the quantity and quality of the 
carbon export from the surface waters to the deep ocean as well as the 
remineralization rate of diatoms. Several studies suggested that the frustule is 
composed of different phases (Gallinari et al. 2002;  Moriceau et al. 2009) containing 
a high proportion of organic matter (Soler et al. in review). First, the organic coating 
around bSiO2, which protects the frustule from dissolution (Bidle and Azam 1999), is 
rich in proteins and carbohydrates (Hoagland et al. 1993). Then, 2 different phases 
were distinguished inside the frustule; the most reactive phase is particularly rich in 
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bSiO2 and carbohydrates, and also contains proteins and lipids; the other phase is 
less reactive and is essentially formed by proteins (Soler et al. in review).  
This study attempts to better understand the impact of nutrient starvation on the 
composition of diatom cells and diatom frustule, and the effects of these 
modifications on the quality of the export of organic matter. Laboratory 
experiments, combining structural and physiological analyses, were undertaken 
using a monospecific culture of the common diatom Thalassiosira weissflogii 
(Bacillariophyceae) grown in different nutrient stress conditions. Photosynthetic 
parameters were measured throughout the experiments with a pulse amplitude 
modulated (PAM) fluorometer. These factors indicated the duration of starvation 
required to have a significant effect on diatom physiology. When the starvation state 
was reached, the relative biochemical composition of diatom cells and frustule 
phases was investigated with Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. 
 
 
2.4.Material and methods 
2.4.1.Culture and samplings 
The marine diatom T. weissflogii (strain CCMP 1049) was grown at 18°C (±1°C) 
under a light/dark cycle (16 h:08 h) in F/2 medium (Guillard and Ryther 1962) 
prepared from artificial seawater (Harrison et al. 1980) under a photon flux density 
of 180 µmol photons m-2 s-1. Batch culturing of phytoplanktons is considered to 
simulate a bloom with 3 major growth phases: exponential, plateau, and senescent 
(Fogg and Thake 1987). The initial culture of T. weissflogii in F/2 medium was 
treated with a mix of antibiotics (penicillin G, streptomycin, and gentamycin) 
(Guillard 2005). The absence of bacteria was checked before placing the inoculum on 
ZoBell agar plants (ZoBell 1941 ). NO3, Si(OH)4, and PO4 starvation experiments 
were undertaken in 1-liter batch culture, in duplicates, by switching the medium 
supply from normal F/2 to NO3-, Si(OH)4-, or PO4-free F/2 medium. Axenic batch 
cultures were prepared by using low-cell-density inoculums to reach an initial cell 
concentration around 5 × 103 cells mL-1. One liter of a culture grown in complete F/2 
medium in exponential phase was centrifuged, and the pellet was divided into 8 
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equal fractions, 1 for each batch (2 batches for the control in complete F/2 medium 
and 2 batches for each starvation). Before inoculation in the starved medium, each 
pellet was rinsed 3 times with the corresponding medium. All cultures were 
manually mixed by gentle swirling several times per day to keep cells in suspension. 
Samplings for biochemical fractionation were always done at the end of the 
exponential growing phase during the stationary when the starvation appeared. 
Cells were collected by centrifugation (3220 g, 15 min) and an aliquot of the 
resulting pellet was treated to isolate the frustule while another was directly 
analyzed using FTIR spectroscopy. 
 
 
2.4.2.Fractionation of the diatoms 
Diatoms grown under the 4 different conditions were centrifuged and divided into 
4 different fractions (Fig. II.5), (1) the whole cell; (2) the total frustule, composed of 
the frustule and its organic coating; (3) the cleaned frustule, which contained the 2 
different phases but without organic coating; and (4) the less reactive phase of the 
frustule, which reflects the composition of the less reactive phase of the frustule.  
Whole-cell pellets were heated at 70°C and sonicated for 120 s at 75 W to induce 
mechanical rupture of frustule. The sample was centrifuged at 3000 g for 40 min, 
and the supernatant was separated from the pellet (Fig. II.5). Then, the pellet was 
chemically treated to separate the pigments, carbohydrates, and sugar building 
cellular membranes from the frustule using a methanol/chloroform/water (3:5:3) 
extraction method adapted from Granum and Myklestad (1999;  2001). The sample 
was mixed well, and phase separation was accelerated by incubation for 10 min at 
4°C. During this extraction, the compounds were separated according to their 
polarity.  
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Figure II.5 : Fractionation of diatom and its frustule 
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Three phases were obtained: 2 liquid phases, namely, a lower chloroform phase and 
an upper methanol phase, and a solid phase between the 2 liquid phases, forming an 
interface, which is named TF (total frustule) hereafter. An aliquot of the solid 
fraction was heated in an electric bunsen burner in the presence of concentrated 
nitric acid solution (HNO3) to eliminate most of the organic matter linked to bSiO2; 
this fraction is named the acid frustule washed (FAW) fraction. The second 
treatment included hydroxide extractions using a 1 M NaOH bath at 95°C for 1 h to 
dissolve bSiO2 (Ragueneau and Treguer 1994), and the resulting fraction is called 
the basic frustule washed (FBW) fraction. All samples were rinsed 3 times with 
distilled water to eliminate traces of acid and base before FTIR analysis. 
 
2.4.3.Photosynthetic parameters 
Photosynthetic parameters were quantified by measuring variable fluorescence. 
The maximum energy conversion efficiency, or quantum efficiency of PSII charge 
separation (Fv/Fm), was measured using WATER/B-PAM (Walz, Effeltrich, 
Germany) (Schreiber et al. 1986). After a dark adaptation of 10 min, a 3 mL 
subsample was placed in a darkened measuring chamber. The sample was excited 
by a weak blue light (1 µmol m−2 s−1, 470 nm, frequency 0.6 kHz), and fluorescence 
was detected at wavelengths above 695 nm. The blank was analyzed on a filtered 
medium (0.2 µm polycarbonate membrane filter). The quantum efficiency of PSII 
(Fv/Fm) was calculated by: 
 
      (Genty et al. 1989) 
 
where F0 is the minimal fluorescence and Fm is the maximum fluorescence (during 
a saturating light pulse, 0.6 s, 470 nm, 1700 µmol m-2 s-1) of a dark-adapted sample. 
 
A light curve relating the photosynthetic electron transport rate (ETR) to the 
irradiance (E) was performed. The samples were exposed to 9 different irradiances 
(E) from 0 to 1500 µmol photon m-2 s-1 for 60 s each (Perkins et al. 2006). Light 
intensity was calibrated by using a microspherical quantum sensor (US-SQS/L 
Walz, Effeltrich, Germany). The steady-state fluorescence (Fs) and the maximal 
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fluorescence (Fm′) were measured. According to Genty et al. (1989), the effective 
quantum efficiency of PSII in actinic irradiance was calculated as: 
 
 
 
 
Cultures were maintained until the Fv/Fm value was more than 0.5. Diatom growth 
lasted 12 days for the Si(OH)4 and the NO3 starvations and only 7 days for PO4 
starvation. Control culture was stopped after 6 days to avoid any nutrient 
limitation. ∆F/Fm′ can be used to calculate the ETR [in mmol e− (mg Chl a)−1 s−1] as 
of a single active PSII unit (Genty et al. 1989;  Hofstraat et al. 1994) : 
 
 
 
 
where a*PSII is the optical cross-section of PSII. As we could not measure a*PSII, 
we calculated ETR per unit chlorophyll by using the calculation method proposed by 
Johnsen and Sakshaug (2007). We considered that the fraction of absorbed quanta 
to PSII between 400 and 700 nm is 0.74. ETR (mmol e- (mg Chl a)-1 h-1) was then 
calculated as follows: 
 
 
 
 
where a* is the chlorophyll-specific absorption cross-section (m² mg-1 Chl a-1) 
calculated from the chlorophyll concentration and in vivo absorption (Dubinsky et al. 
1986). 
  
 
P–E curves were obtained with the fitting model proposed by Eilers and Peeters 
(1988): 
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with   and 
 
 
 
 
where α, the initial slope of the P–E curve, represents the maximum light utilization 
coefficient and ω represents the photoinhibition parameter. According to the Eilers 
and Peeters (1988) model, a low value of ω indicates high photoinhibition. 
 
2.4.4.Fourier transform infrared spectroscopy 
a) Sample preparation 
Solid samples were dried with potassium bromide (KBr) and milled to obtain a 
fine powder. This powder was compressed into a thin pellet before being placed in a 
desiccator (Schott) under 1 bar pressure for 30 min. The sample was then introduced 
into a spectrometer for spectral acquisition. KBr was used as a matrix for solid 
samples because of its range of transparency to infrared radiation; 100 mg of KBr 
was weighed for every 8 mg of sample. 
 
b) FTIR standards 
Diatomite is a siliceous sedimentary rock resulting from the accumulation in 
oceans or fresh waters of the amorphous silica (opal, SiO2CnH2O) from cell walls of 
dead diatoms over geological time scales. Diatomite is composed of 80–90% 
(sometimes 95%) silica (SiO2) plus alumina (2–4% attributed mostly to clay 
minerals) and hematite (0.5–2%) (Antonides 1998). Since diatomite is mainly 
composed of bSiO2, it was used as the bSiO2 standard. 
 
c) Spectral acquisition 
Spectra were collected on an FTIR spectrometer (Tensor 27 Bruker) equipped 
with a KBr beam splitter and fitted with a deuterated triglycine sulfate detector. 
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The Bruker system was controlled by a computer using OPUS software version 5.5. 
The absorbance spectra were collected between 3600 and 600 cm–1 at a spectral 
resolution of 4 cm–1 with 10 scans added and averaged. As the frequency range from 
800 to 2200 cm−1 included almost all organic matter bands (amides, proteins, lipids, 
and carbohydrates) and silica bands, the other part of the FTIR spectrum was not 
shown. Differences between spectra due to baseline shifts were reduced with a 
baseline correction using the “rubber band” algorithm of 200 baseline points. 
 
d) Band assignments 
Bands were assigned based on the band assignments in previous studies by 
Coates (2000), Giordano et al. (2001), and Benning et al. (2004). We estimated the 
relative contribution of each pool to the global biochemical composition by comparing 
their deconvolved spectra (OPUS software, Fourier self-deconvolution, noise 
reduction 0.5). The contribution of the different FTIR peaks to the global 
biochemical composition was estimated by integrating the surface area of each band. 
 
e) Cluster analysis 
Among the various mathematical methods applied for classification in biology and 
medicine, cluster analysis is one of the simplest and most rapid procedures. In our 
study, this technique was used to validate the FTIR method for the analysis of 
diatom frustule fractions. Cluster analysis was performed by using OPUS software 
with standard making distance matrix and Ward's algorithm dendogram. 
 
 
2.5.Results 
2.5.1.Diatom physiology 
Comparison of PE curves (Fig. II.6) showed that starvations strongly impact 
photosynthesis since the first day but not with the same intensity.. 
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Figure II.6: Photosynthesis versus irradiance curves obtained after fitting the data 
with Eilers and Peeters model (1988) for Thalassiosira weissflogii culture grown 
under various nutrient starvations 
 
Under PO4 starvation, cells were not able to maintain photosynthesis. Immediately 
after the start of the experiment, ETRmax dropped to less than 0.17 µmol e−1 (mg 
Chl a)−1 s-1 and after 7 days, when Fv/Fm was around 0.3. Photosynthesis was 
strongly affected by an ETRmax below 0.02 µmol e-1 (mg Chl a)-1 s-1 and a 
photosynthesis efficiency (α) below 0.2 mmol e- (mg Chl a)-1 (µmol photons)-1 m². The 
decrease of Fv/Fm for the 2 other starvations was observed after 12 days [0.50 and 
0.44 for NO3 and Si(OH)4 starvations, respectively]. ETRmax decreased to 0.95 and 
0.58 µmol e-1 (mg Chl a)-1 s-1, and α was around 1.0 and 0.7 mmol e- (mg Chl a)-1 
(µmol photons)-1 m² for NO3- and SiOH4-starved cells, respectively. 
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Table II.1: Photosynthetic parameters measured for Thalassiosira weissflogii 
cultures [ETRmax in µmol e− (mg Chl a)−1 s−1; α in mmol e− (mg Chl a)-1 (µmol 
photons)-1 m²] 
 
 
The decrease in the P–E curve of NO3-starved cells after 1000 µmol photons m-², 
corresponding to photoinhibition [Fig. II.6: day 7; Table II.1: ω = 2.63.10-9 mmol e- 
(mg Chl a)-1 (µmol photons)-1 m²], is notable. The impact of PO4 starvation was much 
more severe than those of Si(OH)4 and NO3 starvations. 
 
Monitoring of physiological parameters was used as an index to determine the time 
necessary to observe an impact of each starvation on the physiological status of the 
culture. Modifications of photosynthetic parameters, and more generally of the 
physiological capacities resulting from nutrient depletions, correspond to a 
redistribution of the biochemical pools of diatoms. Such variations were observed by 
FTIR analyses on diatom whole cells and on the different frustule phases. 
 Culture Fv/Fm R² ETR 
max 
SD α SD ω SD 
Control 0.61 1.00 2.932 0.322 4.562 0.127 1.410 0.007 
NO3 st 0.63 1.00 0.952 0.044 2.708 0.053 1.863 0.002 
Si(OH)4 
st 
0.61 0.99 0.580 0.078 1.543 0.087 1.031 0.097 
T1 
PO4 st 0.63 0.99 0.166 0.008 0.432 0.009 1.038 0.036 
NO3 st 0.61 1.00 0.377 0.06 1.538 0.010 2.630E-09 0.054 E -09 
Si(OH)4 
st 
0.56 1.00 0.352 0.055 1.409 0.010 0.849 0.154 T7 
PO4 st 0.30 0.99 0.013 0.007 0.111 0.003 / / 
T12 NO3 st 0.50 1.00 0.238 0.014 1.074 0.037 0.805 0.062 
 Si(OH)4 
st 
0.44 1.00 0.200 0.020 0.747 0.038 0.786 0.094 
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2.5.2.Effects of nutrient starvation on the biochemical composition of 
T. weissflogii whole cells 
Figure II.7 shows FTIR spectra of whole diatoms grown under various nutrient 
starvations [control, and NO3, Si(OH)4, and PO4 starvation media]. The vibration 
bands were shown by footnotes corresponding to the main biochemical pools. 
Comparison of FTIR spectra (Fig. II. 7) revealed important differences between the 4 
growth conditions. Diatom whole cell spectra were dominated by organic matter 
compounds (around 88% of the global composition) and more precisely by proteins 
(Fig. II.8a-d), represented by bands 2 to 4, located between 1700 and 1300 cm-1. 
Band 2 was attributed to C=O and N-H stretching and to C-N bending vibration of 
primary amide compounds (amide I) associated with proteins. Band 3 was assigned 
to secondary amide (amide II) N-H bending and C-N stretching. Amine vibrations 
were observed between 1470 and 1300 cm-1 (band 4). This protein pool is highly 
affected by nutrient starvations, especially Si(OH)4 and PO4 starvations. 
 
 
Figure II.7: FTIR spectra of Thalassiosira weissflogii whole cells grown under 
various nutrient conditions: Control (black solid line), PO4 starvation (grey dashed 
line), NO3 starvation (grey solid line) and Si(OH)4 starvation (grey dotted line) 
II. Interactions Si-OC au sein du frustule des diatomées – Impact des sels nutritifs 
 
94 
The relative contribution of main biochemical pools in whole-cell fractions are 
presented on Fig. II.8. The contribution of proteins was around 42% for control (Fig. 
II.8a), NO3-starved cells (Fig. II.8b), and PO4-starved cells (Fig. II.8d), whereas 
protein contribution reached 49% for Si(OH)4-starved cells (Fig. II. 8c). Among 
proteins, the function amide I dominated the pool, with a contribution of 22% for 
control, 23% for NO3-starved cells, and 28% for Si(OH)4-starved cells (Fig. II.8a). 
PO4-starved cells contained approximately as many amines as amide I (Fig. II.8d: 
15%). The ratio between amide I and amide II was around 3 for the control and NO3-
starved cells, 3.5 for Si(OH)4-starved cells, and below 1.5 for PO4-starved cells. 
 
 
Figure II.8: Diagram of the relative contribution of biochemical pools for 
Thalassiosira weissflogii whole cells grown under various nutrient starvations (a) 
Control; b) NO3 starvation; c) Si(OH)4 starvation; d) PO4 starvation) 
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The second major group of bands was detected between 1300 and 900 cm-1 (Fig. II.7; 
bands 5 and 6), and corresponded to carbohydrates and biogenic silica vibrations. 
Spectra deconvolution allows to differentiate 2 bands observed in the same spectral 
area. Carbohydrates, assigned to peaks located between 1250 and 1000 cm-1 
corresponding to C-O stretching vibration, appeared as the second major constituent 
of whole diatom cells. The shape of this band varied greatly between spectra of the 
four growth conditions. PO4-starved cells were characterized by a high absorbance in 
the carbohydrate vibration area (1100–1250 cm-1), with 5 peaks clearly dissociated 
(Fig. II.7, band 5: 1220, 1210, 1158, 1106, and 1085 cm-1); on the other starvation 
spectra, only 3 peaks were observed (Fig. II.7, band 5: 1220, 1158, and 1085 cm-1). 
Carbohydrate contribution reached 36% of the global composition for control and 
NO3-starved cells, and 34% for PO4-starved cells (Fig. II.8a, b, and d, respectively). 
In comparison, the proportion of the carbohydrate pool in Si(OH)4-starved cells was 
only 30% (Fig. II.8c). 
 
 
With regard to biogenic silica contribution, free Si-O and bound Si-OH groups were 
observed at around 900 cm-1 and inter-tetrahedral Si-O-Si bonds at around 800 cm-1 
(Fig. II.7: band 6). The principal bond vibration of biogenic silica was observed 
between 1150 and 950 cm-1 and was assigned to the bending vibration of SiO4 
tetrahedron. Peaks located in these 3 areas were added to calculate the relative 
contribution of biogenic silica. This contribution was estimated to be around 12% of 
the whole cells for all growth conditions, except for Si(OH)4 starvation that showed a 
bSiO2 contribution of around 10% (Fig. II.8). 
Lipids were also visible and were characterized by 2 bands; the first band between 
2960 and 2875 cm-1 (not shown here but taken into account for the calculation of 
lipid contribution) and the other band around 1740 cm-1 (Fig. II.7: band 1). Band 2 
was clearly visible for PO4 and Si(OH)4 starvations (Fig. II.7); however, 
proportionally, lipid contribution was not significantly higher in cells grown under 
these 2 conditions (Fig. II.8a-d). In this study, the contribution of lipid pool to the 
global composition of T. weissflogii was near 10%. 
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Nutrient stresses obviously lead to important variations in biochemical pools of 
diatom cells. This study aims to identify where these variations are located in the 
cell. FTIR analyses showed the various modifications in the composition of the 
organic template of different fractions of the frustule. In this study, we differentiate 
the whole cell (WC), the total frustule (TF), the frustule acid washed fraction (FAW), 
and the frustule basic washed fraction (FBW). The total frustule still contained the 
organic coating; the cleaned frustule is made up of 2 bSiO2 phases but no organic 
coating; while the composition of the bSiO2 resulting from the basic treatment 
reflects the composition of the less reactive phase (see figure II.5 for the chemical 
and physical treatments used to obtain these different fractions). 
 
2.5.3.Effects of nutrient starvation on the biochemical composition of 
frustule fractions 
a) Comparison of FTIR spectra 
Comparisons of frustule fraction FTIR spectra are presented on figure II. 9 for the 4 
growth conditions. 
 
 
 
Figure II.9 : FTIR spectra of the different frustule fractions isolated from 
Thalassiosira weissflogii cells grown under various nutrient conditions: Control 
(black solid line), PO4 starvation (grey dashed line), NO3 starvation (grey solid line) 
and Si(OH)4 starvation (grey dotted line) 
(a) Total frustule fraction (TF) 
(b) Acid washed frustule fraction (FAW) ; the larger dashed line correspond to the 
diatomite spectra 
(c) Basic washed frustule fraction (FBW) 
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Total frustule (TF)—Diatom total frustule fraction, which is composed of the 
frustule plus its organic coating, was isolated from diatoms grown under all nutrient 
starvation conditions. FTIR spectra of all total frustules are compared on figure 
II.9a. The degree of similarity between the different frustule fractions was tested 
with a cluster analysis (Fig. II.10). Cluster analysis gave satisfying results, as all 
duplicates were coupled together. General spectra showed that starvations strongly 
affected the biochemical composition of the total frustule. Si(OH)4 starvation had 
less impact on the total frustule composition than NO3 starvation and PO4 
starvation. 
 
Physical and chemical treatments of cell pellets to isolate the frustule fraction 
removed the internal organic matter pool. In the protein pool of the total frustule 
fraction, the band attributed to amide I was reduced compared to amide II, which 
was more visible (Fig. II.9a: bands 2 and 3) except for PO4 starvation spectra where 
amide II and amines were not dissociable even after deconvolution. The protein pool 
of PO4-starved frustule was particularly dominated by amide II and amine functions 
whereas the amide I function presented the highest peak in the protein pool of the 3 
other spectra (Fig. II.9a). Carbohydrates were the second major component of the 
total frustule. However, the group of bands attributed to carbohydrates, between 
1300 and 1100 cm-1 (Fig. II.9a: band 5), was different from the band observed for the 
whole-cell spectra (Fig. II.7: band 5). Indeed, in the total frustule spectra, this band 
was thinner and only 1 peak could be assigned to carbohydrates. The carbohydrate 
peak was reduced for PO4- and Si(OH)4-starved total frustule spectra, compared to 
the control and NO3-starved total frustule spectra (Fig. II.9: band 5). 
 
Biogenic silica was also a dominant compound of the total frustule fraction. Band 6 
was the highest peak in the FTIR spectra (Fig. II.9: band 6). This band was reduced 
in the PO4-starved total frustule spectra compared to the 3 other growth conditions. 
With regard to the lipid fraction, the band corresponding to the C=O stretch of the 
ester function (1740 cm-1) was not visible on the frustule spectra except on the total 
frustule extracted from PO4-starved cells. However, vibrations assigned to the C-H 
stretch of saturated CH of lipids were observed between 2800 and 3000 cm-1 (not 
shown on Fig. II.9). 
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Figure II.10: Cluster analysis of the FTIR spectra of total frustule fractions isolated 
from Thalassiosira weissflogii diatom cells grown under nutrient starvations 
constructed using Ward analysis in the frequency range 2200–800 cm−1 
 
Frustule acid washed (FAW)—Acid treatments are used in electronic microscopy to 
clean frustules from its external organic coating to ameliorate microscopic 
observations (Round 1990). In this study, we used this treatment to eliminate most 
of the organic matter present on the frustule to evaluate the composition of the 
organic coating and frustule phases. The FTIR spectra of the FAW fraction were 
compared to those of diatomite (Fig. II.9b). Diatomite FTIR spectra indicate the 
purity of the biogenic silica standard, as no vibration was observed between 2000 
and 1300 cm-1, and only the silica band appeared (Fig. II.9b). A comparison between 
the FAW fraction and the diatomite spectra confirmed that some organic matter 
remained after the organic coating was removed by acid cleaning. For the 4 growth 
conditions, the vibration bands between 1300 and 1000 cm-1 (Fig. II.9b: bands 5 and 
6) were close to each other, whereas differences were observed among growth 
conditions in whole cells and in the frustule fraction (Figs. II.7 and II.9a). Band 5 
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assigned to carbohydrates was already reduced for Si(OH)4 and PO4 starvations in 
the frustule fraction (Fig. II.9). A part of the carbohydrate pool in the control and 
NO3-starved cells was only released after nitric acid treatment. The second band in 
this spectral region corresponds to the 3 peaks assigned to biogenic silica. The silica 
band was the highest of the FAW fraction (Fig. II.9b: band 6). In the FAW fraction, 
protein pools were easier to differentiate compared to the total frustule fraction, and 
the acid treatment seemed to have released more amide II than amide I or amine 
(Fig. II.9a and b). The organic matter pool remained important in the FAW fraction, 
and the strength of these Si-OC interactions were tested by dissolving bSiO2 with a 
basic attack. 
 
Frustule basic washed (FBW)—As previously described, basic treatments were 
applied to dissolve most of the bSiO2 (more than 85%) and its associated organic 
matter. The composition of the remaining fraction reflects the composition of the 
less reactive phase forming the frustule. The FTIR spectra (Fig. II.9c) clearly 
showed the main protein contributions, with the high and large bands observed 
between 1300 and 1750 cm-1. The amide II was the most expressed protein function 
(Fig. II.9c: band 3). Comparison of the fourth spectra indicated an impact of nutrient 
starvation. The carbohydrate and the bSiO2 bands (Fig. II.9: band 5 and 6, 
respectively) were reduced for the PO4- and Si(OH)4-starved frustules.  
 
Comparison of the FTIR spectra of the different frustule fractions showed more 
differences among nutrient starvations in the total frustule fraction than in the 
frustule acid washed or the basic acid washed fractions. Note that organic matter 
was still highly involved in the frustule structure, which highlighted the strength of 
these Si-OC interactions in the different frustule fractions. The relative contribution 
of each biochemical pool was estimated by the integration of peak areas observed on 
deconvolved FTIR spectra. 
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b) Relative biochemical composition of frustule fractions 
Total frustule (TF) —Organic matter still dominated the total frustule fraction, with 
a contribution to the global composition estimated at ∼74% and ∼79% for the PO4-
starved frustules (Fig. II.11). Proteins clearly dominated the organic matter pool, 
reaching 34%, 36%, and 37% of the global composition of NO3-starved, SiOH4-
starved, and control frustules, respectively, and 48% for the PO4-starved frustules 
(Fig. II.11). Amide II and amine fractions contributed to 36% of the global 
composition of PO4-starved total frustules and dominated the protein pool (Fig. 
II.11). In the 3 other growth conditions, the amide I fraction was the major 
contributor to the protein pool [Fig. II.11: 14% for control, 13% for NO3 starvation, 
and 14% for Si(OH)4 starvation]. Amide I to amide II ratio was reduced from whole 
cells to total frustule fraction. This ratio decreased by a factor of 4 for PO4-starved 
total frustules (from 1.5 to 0.35), by 3 for Si(OH)4-starved total frustules (from 3.5 to 
1.3), and by more than 2 for control and NO3-starved total frustules (from 3.to 1.3). 
The relative contribution of carbohydrate was 28% for control and Si(OH)4-starved 
total frustules, 27% for NO3-starved total frustules, and only around 20% for PO4-
starved total frustules (Fig. II.11). 
Biogenic silica was the third major component of the total frustule fraction, except 
for PO4-starved total frustule where carbohydrate was slightly lower. The 
contribution of total silica was estimated to be around 26% of the global composition 
for control, NO3-starved, and Si(OH)4-starved total frustules, and only 21% for the 
PO4-starved total frustules (Fig. II.11).  
Total lipid contribution to the total frustule fraction composition was similar to the 
whole-cell diatom and contributed to around 10% of the global composition of the 
total frustule fraction (Fig. II.11). 
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Figure II.11 : Relative contribution of the main biochemical pools to the composition of Thalassiosira weissflogii whole cells and 
frustule fractions in (a) control conditions; (b) NO3 starved; (c) Si(OH)4 starved and (d) PO4 starved conditions 
(WC: Whole cells; TF: Total frustule; FAW: acid washed frustule; FBW: basic washed frustule and OC: Organic coating) 
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Frustule acid washed (FAW)—In the frustule acid washed fraction, organic matter 
contribution was 64%, 66%, 65%, and 60% for control, NO3-starved FAW, Si(OH)4-
starved FAW, and PO4-starved FAW, respectively (Fig. II.11). 
Protein contributions decreased, and their global contribution to the composition of 
FAW fractions isolated from PO4-starved cells, Si(OH)4-starved cells, control cells, 
and NO3-starved cells became 27%, 33%, 34%, and 36%, respectively (Fig. II.11). 
Acid treatment released more amides, whereas amine contributions were almost 
unchanged in the 3 diatom fractions (Fig. II.11: WC, TF, FAW) for control, NO3-
starved, and Si(OH)4-starved cells. PO4 starvation reduced the protein pool in the 
frustule, which was reduced compared to the other growth conditions. The amine 
fraction composed the highest fraction of the protein pool in whole cells and total 
frustules, whereas the amide I fraction was dominant in cleaned frustules (Fig. 
II.11).  
The relative contribution of carbohydrates was higher in Si(OH)4 and PO4 
starvations, 25% and 28%, respectively, compared to 22% for control and NO3-
starved cells (Fig. II.11). 
The total bSiO2 pool reached 36% of the global composition for the control FAW 
fraction, 35% for the Si(OH)4-starved FAW fraction, 34% for the NO3-starved FAW 
fraction, and 40% for the PO4-starved FAW fraction (Fig. II.11). 
The composition of frustule acid washed fractions showed fewer differences than 
those observed in whole cells or total frustule fraction. The organic matter released 
by nitric acid treatment should vary depending on growth conditions. The difference 
between the relative biochemical compositions of the total frustule fraction and the 
FAW fraction gave the relative contribution of each biochemical pool to the more 
reactive organic matter phases, which we assumed to be the organic coating. 
 
Organic coating (OC)—The relative biochemical composition of the organic coating is 
compared for the 4 growth conditions on Fig.II.10. The impact of nutrient starvation 
on the composition of the organic coating was significant, as shown by the variations 
in carbohydrate, protein, and lipid contributions. 
Proteins are the most dominant components of the organic coating fractions of the 
control, Si(OH)4-starved, and PO4-starved cell (Fig. II.11). PO4-starved cells again 
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showed more differences, with a protein contribution reaching 71% of this fraction 
versus 45%, 44%, and 28% for organic coating extracted from the control total 
frustule (TF) fraction, Si(OH)4-starved TF fraction, and NO3-starved TF fractions 
(Fig. II.11). 
Carbohydrates were considerably reduced in the coating of PO4-starved cells 
compared to the coating of control (Fig. II.11: 11%), NO3-starved, and SiOH4-starved 
(Fig. II.11: 43%, 43%, and 37%, respectively) cells.  
Lipid contribution slightly increased for the coating of PO4 and Si(OH)4-starved cells 
compared to the coating of control cells (Fig. II.11: 18% and 19% versus 12%). The 
effect of NO3 starvation was less severe, resulting to an important accumulation of 
lipids (Fig. II.11: 29% versus 12% for the organic coating of control cells). 
 
Frustule basic washed (FBW)—The protein contribution to this less reactive frustule 
phase was significant (Fig. II.11: 79% for the control; 71% for NO3 starvation; 81% 
for Si(OH)4 and PO4 starvations, respectively).  
Amide II was the most expressed protein fraction, with a contribution reaching 34%, 
25%, 37%, and 30% of the FBW fraction for control, NO3 starvation, Si(OH)4 
starvation, and PO4 starvation, respectively (Fig. II.11). Amine contribution was 
relatively constant for the 4 growth conditions: around 27%, although PO4 
starvation showed a slightly higher value (Fig. II.11: 31%). Note that NO3 starvation 
reduced the amount of amide II in the frustule basic washed fraction, leading to a 
decrease in the total protein contribution (Fig. II.11: 71% versus 79% for the 
control). 
 
In all conditions, lipids and carbohydrates were less involved in the composition of 
the FBW fraction, with a contribution of less than 10% of the global biochemical 
composition. The contribution of bSiO2 in this phase was reduced for Si(OH)4 and 
PO4 starvations (Fig. II.11: 9% and 7%, respectively) in comparison with control and 
NO3 starvation (Fig. II.11: 15% and 16%, respectively). 
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c) Comparison of Si-OC interactions 
Although the quality of the organic mater efficiently trapped and protected by the 
bSiO2 matrix was not obviously affected by nutrient starvation, the contribution of 
each biochemical pool varied. To compare the Si-OC interaction in the frustule 
phases, different ratios were calculated between bSiO2 and the 3 main organic 
matter pools (carbohydrate, protein, and lipid) for the different frustule phases 
(total, cleaned, and less reactive phases) extracted from cells grown under various 
nutrient starvation conditions (Fig. II.12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.12: Comparison of bSiO2 contribution versus main biochemical pools 
contribution for the different frustule fractions extracted from T. weissflogii cells 
grown under various growth conditions (Control, NO3 starvation, Si(OH)4 
starvation, PO4 starvation) 
 
II. Interactions Si-OC au sein du frustule des diatomées – Impact des sels nutritifs 
 
106 
The bSiO2-to-lipid ratio was clearly the most variable depending on the fraction and 
the growth condition; however, in all cases, it gave the highest ratio. On the 
contrary, the bSiO2-to-carbohydrate ratio was identical for the 4 growth conditions: 
1 for the total frustules and 1.8 for the cleaned frustules (Fig. II.12). This ratio only 
varied in the less reactive frustule phase, with a decrease of the ratio from the 
control to PO4 starvation (Fig. II.12: from 4.5 to 1, respectively). Finally, the bSiO2-
to-protein ratio was the most stable among the 3 ratios calculated. Although slight 
variations between fractions were observed, this ratio was equal for the 4 growth 
conditions within each fraction (Fig. II.12: 0.8, 1, and 0.25 for the total, cleaned, and 
less reactive frustule fractions, respectively). 
 
2.6.Discussion 
2.6.1.Impact of nutrient starvations on photosynthetic parameters 
The variations in photosynthetic parameters induced by nutrient stresses 
indicated changes in diatom physiology. A decrease in Fv/Fm in T. weissflogii, 
similar to our findings (Table II.1), was reported for nitrogen (Berges et al. 1996;  
Lippemeier et al. 2001) and silicon and phosphorus (Lippemeier et al. 2001) 
starvations. Lippemeier and coworkers also showed that the recovery of fluorescence 
parameters after the re-addition of the deficient nutrient was faster for Si(OH)4- and 
PO4-starved cells than for NO3-starved cells. However, their starvation period lasted 
for only 3 days, whereas in this study, cells were starved for more than a week. 
Consequently, changes on the photosynthetic apparatus were more pronounced. The 
variations in photosynthetic capacity (ETRmax) and efficiency (α) were observed for 
all batch cultures (Fig. II.6). Decrease of the photosynthetic capacity was delayed for 
NO3 starvation. ETR was in the same range as the control after 4 days (T4) of 
starvation, whereas after 7 days the ETRmax of NO3-starved cells decreased to 0.38 
µmol e-1 (mg Chl a)-1 s-1 (Table II.1). The major effect of nitrogen starvation occurred 
in PSII (Berges et al. 1996) which make diatoms the most sensitive phytoplankton 
group because of their higher abundance of PSII centers versus PSI centers (74% of 
PSII) (Johnsen and Sakshaug 2007). This modification of the physiologic state of 
cells could correspond to a mobilization of reserve compounds. Carbohydrate 
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synthesis increased during photosynthesis, and carbohydrates are accumulated as 
energy reserves and are used in protein synthesis and growth (Barlow 1982;  Mague 
et al. 1980). The FTIR spectra gave the relative contribution of each pool to the 
global composition of diatom cells. Nitrogen starvation seemed to have few effects on 
the distribution of the different biochemical pools of T. weissflogii, as the relative 
composition of NO3-starved cells was similar to the composition of the control (Fig. 
II.11). These results were surprising because nitrate stress is expected to induce a 
decrease of the protein pool (Guerrini et al. 2000). However, biochemical analyses of 
the global total protein pool in whole cells were performed for the different growth 
conditions (unpublished data), and no significant decrease was observed for NO3 
starvation. An increase of lipid and carbohydrate pools was reported in previous 
studies (Guerrini et al. 2000;  Shifrin and Chisholm 1981); however, we observed 
different results. Cells growing under stress conditions modified the distribution of 
biochemical pools to maintain their metabolism (Falkowski 1994;  Giordano and 
Bowes 1997;  Giordano et al. 2001). Nutrient stresses applied in the present study 
were severe in terms of intensity (starvation) and their sudden application. Contrary 
to limitations, starvations stop the cell division and the organic matter pools are 
conserved and not allocated to daughter cell metabolism. The delay observed on the 
reduction of photosynthesis of NO3-starved cells could be explained by an important 
reserve pool of nitrate. During the first days of the experiment, NO3-starved cells 
used their reserves to maintain basal metabolism. After 4 days, the photosynthetic 
activity of NO3-starved cells was reduced from 1.0 µmol e-1 (mg Chl a-1) s-1 to 0.6 
µmol e-1 (mg Chl a-1) s-1; to 0.4 µmol e-1 (mg Chl a-1) s-1 after 7 days (Table II.1 and 
Fig. II.6: T7); and to at least 0.2 µmol e-1 (mg Chl a-1) s-1 after 12 days (Table II.1 and 
Fig. II.6: T12).  
PO4 starvation had drastic effects on diatom physiology. Cells were not able to 
maintain the photosynthetic activity, and ETRmax decreased to below 0.2 µmol e-1 
(mg Chl a-1) s-1 and stopped after 7 days (Table II.1 and Fig. II.6). Phosphorus is a 
key element for cell division, is involved in DNA replication and in many chemical 
reactions that are ATP dependent, and is essential for phospholipid synthesis. 
Deprivation of PO4 directly affected the activity of the phosphatase but also 
increased the activity of several enzymes that are not P-dependent (Theodorou et al. 
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1991). The FTIR spectra of PO4-starved cells clearly indicated an accumulation of 
carbohydrate and protein in diatom cells. Although carbohydrates were dominant in 
total cells, more than any other condition, the relative contribution of each pool 
remain unchanged compared to the control. In fact, the FTIR spectra showed that 
lipid, carbohydrate, silica, and protein pools all increased compared to the other 
conditions (Fig. II.7). Only the amines increased in proportion among the proteins 
(Fig. II.8d). Guerrini et al. (2000) proposed that the increase in carbohydrate 
production was due to a general decrease of catabolism coupled with a decline of the 
utilization of storage compounds. PO4 starvation slowed down photosynthesis and 
general metabolism, and at least stopped cell division. In fact, PO4 depletion led to 
an accumulation of photosynthetic products, although a part of this surplus is 
probably excreted in the external medium. 
Si(OH)4 starvation also had a strong and immediate effect on the photosynthetic 
capacity. ETRmax was reduced to 0.2 µmol e-1 (mg Chl a-1) and, contrary to NO3 and 
PO4 starvation, ETR remained more or less constant throughout the experiment 
(Table II.1 and Fig. II.6). Silicic acid uptake could proceed both in the dark and in 
the light, confirming that this step of silicification is not directly coupled with 
photosynthesis (Claquin and Martin-Jezequel 2005). Recent studies showed that the 
polycondensation of biogenic silica required proteins (Kröger et al. 1999;  Kröger et 
al. 2000;  Poulsen et al. 2003;  Poulsen and Kroger 2004). Indeed, to build up the 
frustule, silicic acid is concentrated in an intracellular organelle called silica-
deposition vesicle (SDV), where silicic acid is polymerized to form bSiO2. Studies 
carried out by Kröger and collaborators isolated peptides known as silaffins, which 
participate in biomineralization processes within the SDV. FTIR structural analysis 
revealed a reduction of the relative biogenic silica (Fig. II.7 and Fig. II.8c: 10%). 
Organic matter was clearly dominated by proteins (more than 50%), and the relative 
contribution of the carbohydrate pool decreased (Fig. II.8c). A higher contribution of 
proteins in silica-starved cells could be explained by the accumulation of the final 
product of photorespiration or by the accumulation of the catalytic products of 
silicification, which is stopped because of the lack of dSi. Serine and glycine, which 
are provided as the main fraction of the protein matrix of the frustule structure, are 
both final products of diatom photorespiration (Lippemeier et al. 1999) and 
II. Interactions Si-OC au sein du frustule des diatomées – Impact des sels nutritifs 
 
109 
catalyzers of silicification (Kröger and Poulsen 2008 and references therein). As cell 
division was reduced by the depletion of silicic acid, these amino acids will 
accumulate in the cells. However, Claquin and coworkers (2004) highlighted that 
photorespiration was significantly reduced in diatom cells. As the cell division was 
reduced by the depletion of silicic acid these amino acids will accumulate in the cells. 
The proportion of energy allocated to photorespiration processes could be potentially 
accentuated under nonoptimal growth conditions. The FTIR study indicates a 
reduction of carbohydrate contribution to Si-starved cells (Fig. II.8c), which is most 
probably due to a higher excretion of carbohydrates in the medium. It is well known 
that under nutrient stress, the excess photosynthetic products are excreted as EPS 
or TEP (Passow 2002b;  Staats et al. 2000;  Underwood et al. 2004). 
As expected, nutrient starvation affected the relative contribution of the main 
biochemical pool to diatom cell composition. Diatoms play an important role in the 
biogeochemical cycle of carbon and especially in carbon export. The key role of 
diatoms in carbon export is due to their ability to enter large particles, such as 
aggregates or fecal pellets, and also due to their frustules, which can function as 
ballasts in single cells and in larger particles (Buesseler 1998;  Ragueneau et al. 
2006). Consequently, understanding the effects of nutrient starvation on diatom 
frustule biochemical composition is important. 
 
2.6.2.Impact of nutrient starvation on total and cleaned frustule 
compositions 
To our knowledge, no other studies have determined the effect of different growth 
conditions on frustule composition. In the total frustule fraction, the organic matter 
pool was still important compared to the biogenic silica, and the different nutrient 
starvation conditions did not have the same impact on the main biochemical pools. 
NO3 starvation led to a small accumulation of lipids in the total frustule fraction 
(Fig. II.11b), but did not affect the other pools. Moreover, the FTIR spectra of the 
NO3-starved frustule were close to the spectra of the control total frustule (Fig. 
II.9a). The storage of lipids in cells has been previously associated with nutrient 
supply (Shifrin and Chisholm 1981). In this study, however, lipid accumulation has 
been only shown for NO3 and PO4 starvations. In total frustule of PO4-starved cells, 
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more lipids were trapped in the frustule compared to control or Si(OH)4-starved 
frustules (Fig. II.11). However, PO4 starvation was the only condition to induce an 
important shift of dominance among proteins from amide I to amide II and amines 
(Fig. II.9a and Fig. II.11). This shift could greatly impact the frustule architecture. 
The polycondensation of biogenic silica vary with the type of the protein present in 
the SDV (Kröger and Poulsen 2008). Kröger et al. (1999;  2000;  2001) identified 
different complex proteins involved in frustule formation that are characterized by 
secondary and tertiary amine bonds. The fact that the protein pool is changing with 
growth conditions could have an important impact on frustule composition and 
architecture. The diatom frustule structure has a very complex architecture made 
up of nonuniform bSiO2, which could eventually be explained by 2 silicification 
models involved during frustule formation (Vartanian et al. 2009). The first model is 
a diffusion-limited aggregation model (DLA) (Gordon and Drum 1994;  Parkinson et 
al. 1999), which is assumed to form dendrite-like structures observed in the diatoms. 
The second model was established to explain the areola structures of diatoms. This 
phase separation model was developed from observations of the Coscinodiscus 
species (Sumper 2002). In the first model, the need for organic matter is less obvious 
than in the second one, in which the bSiO2 phase is produced around a complex 
organic matter layer that is potentially incorporated inside the bSiO2 matrix or 
degraded after the synthesis of the mineral phase. Organic matter plays a crucial 
role in frustule formation. The significant changes observed in the protein pool of 
PO4-starved frustules (Fig. II.11) could explain the decrease of biogenic silica 
contribution in those frustules. We also saw in whole cells that PO4 starvation led to 
a high production of carbohydrates, but the FTIR spectra of the frustule fraction 
indicated that most of them were not incorporated in the frustule matrix (Fig. II.11). 
Carbohydrates were probably stored in the cells, and these reserves were not 
depleted due to fact that starvation stopped the cell division and consequently 
organic matter or bSiO2 pools were not allocated to daughter cells and could help to 
maintain cells basal metabolism. Then, a part of the reserve products can be 
released in the extracellular medium as shown by Guerrini and coworkers (2000) for 
cells grown under PO4 depletion, releasing a high amount of polysaccharides in the 
extracellular medium. 
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Silica starvation also reduced the carbohydrate pool in the frustule (Fig. II.9); 
however, proportionally, the composition of Si(OH)4-starved frustule did not differ 
significantly from control or NO3-starved frustules (Fig. II.11). It was surprising 
that the contribution of bSiO2 in the total frustule extracted from cells grown under 
Si(OH)4 was not reduced compared to the control. In batch culture, without renewal 
of the medium, a quick and efficient recycling of dead diatom cells is possible. 
However, nutrient concentrations were measured, and this revealed that the 
dissolved silica concentrations were low throughout the experiment in the Si(OH)4-
starved culture (unpublished data). The absence of Si(OH)4 starvation on the 
silicification of total frustule fraction could be due to a maintain of the basal 
metabolism allowed by the stop of cell division under starvation. It could also be due 
to the ability of diatoms to maintain a free pool of dissolved silica (Martin-Jézéquel 
et al. 2000 and reference therein) and eventually to the reallocation of bSiO2 from 
the frustule to the free pool (Hildebrand and Wetherbee 2003). A large part of the 
organic compounds present in the diatom cells had been released during frustule 
extraction. The ratio between amide I and amide II was much higher in whole cells 
than in total frustules. To improve our knowledge on frustule formation, the 
different frustule phases need to be characterized. The next step in exploring Si-OC 
interactions inside the frustule was to isolate the organic matter strongly linked in 
the silicon template by removing the organic coating. 
FTIR study indicated that nutrient impact on cleaned frustules was reduced 
compared to those observed on total frustule (Fig. II.9a) or on whole cells (Fig. II.7). 
The 4 FTIR spectra were closely similar, and the silica peak fit well with the 
diatomite standard (Fig. II.9b). Notably, cleaned frustule fractions present a large 
amount of organic matter: 65% of the global composition (Fig. II.11). In fact, only 
PO4 starvation led to a reduction of protein fixation in the frustule matrix, 
compensated by a higher contribution of bSiO2 and carbohydrates. The role of lipids 
and carbohydrates in frustule formation is still unknown. Lipid contribution to the 
composition of frustule acid washed fractions is not significantly affected by 
starvation; on the other hand, carbohydrate contributions were affected. 
Carbohydrates excretions, as EPS or TEP, are known to be emphasized under stress 
conditions (Passow 2002b;  Staats et al. 2000;  Underwood et al. 2004). The excretion 
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of carbon will accelerate the formation of larger particles and aggregates, and that 
will affect the diatom remineralization rate. 
 
2.6.3.Effects of biochemical composition changes in frustule phases on 
carbon export 
Degradation and dissolution of diatom will occur throughout cell sedimentation in 
the water column. The intensity of diatom remineralization at each depth results to 
the change in balance between remineralization and sedimentation rates. 
Sedimentation rates increase when diatoms are incorporated in larger particles such 
as fecal pellets or aggregates (Thornton 2002). Nutrient starvation seem to generate 
a higher excretion of EPS especially for PO4 starvation (Guerrini et al. 2000), which 
can be quickly followed by aggregation. Nonoptimal growth conditions can 
potentially increase the quantity of exportable carbon. Diatom frustule is 
surrounded by an organic coating (Hecky et al. 1973;  Swift and Wheeler 1992;  
Zurzolo and Bowler 2001), which is mainly composed of carbohydrates except under 
PO4 starvation, in which proteins are the most dominant component (Fig. II.11). The 
modification of the biochemical composition of the organic layer linked to the 
frustule could also have an impact on the physical and chemical properties of the 
frustule. The parallel can be made with the abalone shell of which the increase of 
mechanical resistivity has been attributed to the organic matrix intimately link to 
the calcium carbonate (Hildebrand and Wetherbee 2003). Consequently, a change in 
the organic coating composition will probably increase or decrease the efficiency of 
zooplankton grazing. Indeed, Hamm et al. (2003) showed the high resistivity of 
diatom frustule to mechanical stress like zooplankton grazing. Modifications of the 
grazing efficiency due to frustules composition variations may affect (positively or 
negatively) the remineralization of both organic matter and bSiO2. Interestingly, 
carbohydrate contribution to PO4 starved cells was similar to the control but 
decreased in the total frustule fraction and at the same time the contribution of 
bSiO2 was reduced. Carbohydrates are probably stored in the intracellular pool and 
may induce a higher excretion of carbon in the extracellular medium. Excretion of 
organic components possibly increases when cells are less silicified or compensating 
the decrease in protection. Being less protected by its frustule, diatoms find another 
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means of protection from small grazers and bacteria, by excreting a cloud of TEP 
around the cell and by forming large aggregates that contain higher nutrient 
concentrations (Moriceau et al. 2007).  
Due to the coupling between POC degradation and bSiO2 dissolution, another 
important driver of the export of diatom carbon is bSiO2 dissolution. Recent studies 
done by Moriceau et al. (2009) indicated that bSiO2 has 2 phases, and that each 
phase has different dissolution properties. The authors hypothesized that this could 
be due to the strength of the Si-OC interactions. As organic layers are trapped in the 
diatom frustule (Hildebrand et al. 2006), the effect of starvations on this organic 
matter pool could modify Si-C interactions and consequently modify the dissolution 
properties of the 2 phases. In the present study, the bSiO2 resulting from the basic 
attack was considered as a part of the less reactive frustule fraction. Proteins were 
the most important components of the frustule basic washed fraction. Proteins are 
key players of frustule silicification (Kröger et al. 1999;  Kröger et al. 2000;  Kröger 
et al. 2001;  Poulsen and Kroger 2004;  Sumper and Kröger 2004); their high 
contribution, especially amide II, suggests that after silicification, the proteins are 
incorporated in the frustule with the SDV and not released or excreted. The organic 
matter located in this fraction is assumed to be the most exportable one, as this pool 
is protected by the organic coating first and by another frustule phase, which is 
much more silicified. The less reactive frustule phase is composed of 85% to 90% of 
organic matter versus 10% to 15% of bSiO2 (Fig. II.11). Si(OH)4 and PO4 starvations 
decrease the degree of silicification of this phase, whereas NO3 starvation was as 
silicified as the control. These nutrient starvations potentially increased the 
remineralization rate, although a large amount of organic matter can also slow down 
the remineralization processes. 
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2.7.Conclusion and perspectives 
This study showed that the effects of nutrient starvation on the photosynthesis 
were severe even for the Si(OH)4 which is not considered to have a direct implication 
on photosynthetic processes. Depending on the nutrient availabilities in surface 
water, the composition of the organic pool will be modified in diatoms. The 
composition changes were especially important for PO4 starvation. Si(OH)4 
starvation reduced the global contribution of bSiO2 in whole cell and in the basic 
washed frustule fraction. The silicification involved different type of proteins which 
are finally trapped in the frustule and consequently more exportable than other 
compounds. Carbohydrates are more reserved compounds that are excreted under 
non-optimal conditions in order to form larger particles and try to create a more 
favourable microhabitat. The organic pool associated with the frustule was impacted 
by nutrient starvations modifying the remineralization processes. The present study 
clearly highlights the drastic effects of PO4 starvation on the biochemical 
composition of all diatom fractions. Throughout the degradation and the dissolution 
of diatoms, organic compounds are rematerialized. As nutrient starvations impacted 
both whole diatom cells and frustule fractions, the quality and the quantity of the 
organic matter released in the water column will be highly variable and partially 
controlled by diatom growth conditions. Simultaneous studies of silica dissolution 
and carbon degradation are required to obtain a greater understanding of the Si-OC 
interactions and to clarify their role in diatom remineralization. 
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III. Impact d’une carence en phosphate sur la dégradation et la 
dissolution de cellules libres de T. weissflogii 
1.Préambule 
1.1.Contexte de l’étude 
Étudier la reminéralisation de cellules libres en milieu contrôlé permet de mieux 
comprendre certains processus clefs intervenant dès l’échelle moléculaire et qui sont 
difficiles à observer en milieu naturel où de nombreux facteurs interagissent 
(agrégats, pelotes fécales, zooplancton, etc.) et conditionnent le devenir des cellules 
de diatomées. Les expériences de production présentées au chapitre II ont montré 
que les carences strictes en sels nutritifs et en particulier en phosphate, modifient la 
composition biochimique des diatomées et de leur frustule. Pendant ces expériences 
de production, j’ai pu montrer que les interactions Si-OC varient avec les conditions 
de croissance des diatomées mais aussi selon les fractions du frustule considérées. 
Ces interactions peuvent être fortes puisqu’elles sont capables de résister à des 
attaques acides et basiques. Ces interactions au sein des diatomées sont suspectées 
d’influencer à la fois la dégradation de la matière organique et la dissolution de la 
bSiO2. Les résultats obtenus lors des expériences de production sont donc utilisés 
pour étudier l’impact de la starvation en phosphate sur la reminéralisation des 
diatomées. Pour cela nous avons mesuré en parallèle les vitesses de dégradation de 
la matière organique et de dissolution de la silice biogène comme dans l’expérience 
de Moriceau et al. (2009). L’originalité de cette expérience tient dans le suivi de 
l’évolution de la composition biochimique des diatomées et de leur frustule au cours 
de la reminéralisation par spectroscopie IRTF (méthode décrite au Chap.I).  
Pendant cette expérience, de nombreux prélèvements ont été effectués pour suivre 
en parallèle l’évolution des concentrations des particules en lipides, carbohydrates et 
acides aminés. L’objectif était de mieux caractériser les interactions Si-OC associées 
à la phase réactive ou moins réactive du frustule et leur variabilité en fonction des 
conditions de croissance. La plupart de ces résultats sont toujours en cours d’analyse 
en particulier en ce qui concerne l’analyse des pools biochimiques du frustule (15 
classes de lipides, 18 acides aminés et différents carbohydrates). Dans la deuxième 
partie de ce chapitre nous présenterons donc les résultats les plus aboutis de ces 
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analyses biochimiques qui concernent l’impact de la starvation en phosphate sur la 
composition lipidique de T. weissflogii et sur la dégradation de ces différentes 
classes de lipides. 
 
1.2.Principe de l’expérience de dégradation 
Deux cultures de 10 L de Thalassiosira weissflogii ont été maintenues dans un 
milieu de culture F/2 enrichi pour le contrôle et dans un milieu F/2 sans phosphate 
appelé Pstarv batch dans la suite du manuscrit. Après une semaine de carence, délai 
nécessaire pour que le métabolisme des diatomées soit suffisamment affecté par la 
carence (voir ch. II), le même nombre de cellules a été collecté par centrifugation 
dans chacune des deux cultures. Le matériel phytoplanctonique est placé dans deux 
batchs (Fig. III.1) de 20L contenant 12L d’eau de mer prélevée à Saint Anne du 
Portzic (Brest) ce qui permet un échange gazeux correct comme vérifié tout au long 
de l’expérience par des mesures quotidiennes d’oxygène dissous. Dans cette 
expérience de l’eau de mer naturelle non stérile (filtrée à 0.7 µm) a été utilisée dans 
le but de collecter la communauté bactérienne naturelle. Le matériel a été maintenu 
en suspension à l’aide d’un barreau aimanté et d’un agitateur magnétique et 
l’expérience s’est déroulée à l’obscurité dans un incubateur thermostaté à 16°C. Les 
prélèvements ont été effectués quotidiennement pour mesurer la silice dissoute 
(dSi), la silice biogène (bSiO2), le carbone et l’azote organique particulaire 
(POC/PON), les pools biochimiques (acides aminés, lipides et sucres particulaires et 
sucres dissous). L’activité bactérienne ainsi que l’activité protéolytique étaient 
mesurées à 9 temps différents (t0, t1, t2, t3, t5, t8, t12, t16 et t21) et, des cinétiques 
enzymatiques ont été effectuées aux temps t0 et t21. Tous les 3 jours, des volumes de 
matériel plus importants ont été prélevés pour isoler le frustule dans le but d’en 
analyser la composition biochimique par spectroscopie IRTF (voir matériel et 
méthode Chap.I). 
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Figure III.1 : Expériences simultanées de dégradation en batch de cellules de 
diatomées cultivées en conditions optimales et de cellules de diatomées carencées en 
phosphate 
 
1.3.Variation des conditions expérimentales  
L’évolution des valeurs du pH et de l’oxygène dissous dans les deux batchs ainsi 
que celle de la température de l’incubateur au cours de l’expérience sont présentées 
sur la figure III.2. 
La température de l’enceinte est très stable au cours du temps et se maintient à 16 ± 
0,5°C. Peu de différences ont été observées dans l’évolution des valeurs de pH et 
d’oxygène dissous entre les deux batchs. Les valeurs de pH présentent une légère 
dépression en tout début d’expérience et augmentent faiblement après quatre jours 
jusqu’à la fin de la dégradation. Les teneurs en oxygène dissous sont plus variables, 
elles augmentent néanmoins jusqu’au jour 15 avant de chuter de 9 mg.L-1 à 8 mg.L-1. 
  
Enceinte thermostatée 
T°= 16°C 
Obscurité totale 
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Figure III.2 : Evolution du pH et de la concentration en oxygène dissous dans les 
deux batch ainsi que de la température de l’incubateur au cours de l’expérience de 
dégradation 
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2.1.Introduction 
Some consensus exist concerning the importance for the biological pump of the 
food web structure (e.g., Newton and Boyd 1999), the correlations between POC and 
mineral ballasts (Armstrong et al. 2002;  Klaas and Archer 2002) and the range of 
global export (5-15 Gt C.y-1, Boyd and Trull 2007). But the fact that all global 
estimates converge towards a value close to 10 Gt C y-1 despite widely varying 
biological complexity, challenges the usefulness of model prediction of ecosystem and 
carbon cycle responses to climate change (Boyd and Trull 2007). Major gaps remain 
and modelling the biological pump remains extremely difficult. Even the most 
sophisticated global models fail at representing properly observations, based on 
sediment traps, of particle flux to the deep ocean (Gehlen et al. 2006), and their 
regional variability, which is where the largest disparities between model 
predictions and future changes are likely to occur (IPCC, 2001). 
Several reasons probably explain this failure: a poor representation of particle 
dynamics (e.g. aggregation), deep water circulation, and mesopelagic food webs, are 
among the major ones. We have recently suggested that the coupling between the 
POC and bSiO2 pools in sinking particles need to be represented in ocean models to 
reconstruct fluxes adequately, quantitatively and qualitatively (Moriceau et al. 
2009). In box models as in the most sophisticated NPZD-type models, the pools of 
organic matter and biogenic silica (bSiO2) are treated separately during sinking, 
being linked only through their sinking rate (Gehlen et al. 2006;  Heinze et al. 2003). 
In reality, the situation is different as bSiO2 dissolution strongly depends upon the 
removal of the organic coating surrounding opal surfaces (Bidle and Azam 1999;  
Bidle et al. 2002;  Lewin 1961) and reversely, diatom frustule is suspected to play a 
protecting role towards the degradation of diatom internal organic matter (Hedges 
et al. 2001). Experiments combining bSiO2 dissolution and organic matter (OM) 
degradation (Goutx et al. 2007;  Moriceau et al. 2009) showed that the rate of OM 
degradation increased by a factor of 3 when 90% of the most reactive bSiO2 phase 
has been dissolved (Moriceau et al. 2009). The nature of Si-OC interactions could be 
responsible for the presence of different bSiO2 phases in the frustule. The 
importance of Si-OC interactions on the dissolution of bSiO2 (Bidle and Azam 1999) 
and the degradation of organic matter (Moriceau et al. 2009) needs to be 
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incorporated in ocean biogeochemical models, so as to improve our understanding of 
the fate of the carbon exported from surface waters by diatoms.  
The major nutrient limiting the phytoplankton production influence the metabolism 
and hence the biochemical composition of the phytoplankton cells grown under these 
conditions (Falkowski 1994;  Giordano and Bowes 1997;  Giordano et al. 2001). The 
organic pool associated with the frustule is also impacted by nutrient starvations 
especially the PO4 starvation (Soler et al. in prep-a). Soler and collaborators (Soler et 
al. in prep;  Soler et al. in review) highlighted strong Si-OC interactions in the 
different frustule phases and the nature of these interactions was impacted by 
nutrient availability. This coupling at molecular scale is not to be mixed up with Si 
and C uncoupling during production at the scale of the whole cell (Claquin and V. 
2002;  Martin-Jézéquel et al. 2000). Changes in the frustule composition may affect 
the quantity and quality of the carbon export from the surface waters to the deep 
ocean and the remineralization rate of diatoms. PO4 is required in DNA structure, in 
ATP molecule formation and also in phospholipids synthesis. PO4 is consequently 
among the most important nutrients for living organisms, reaching nanomolar 
concentrations in some oligotrophic areas of the ocean (Björkman et al. 2000;  Van 
Den Broeck et al. 2004). As nutrient starvations impacted both whole diatom cells 
and frustule fractions (Soler et al. in prep-a), the quality and the quantity of the 
organic matter released in the water column will be highly variable and partially 
controlled by diatom growth conditions. Throughout the degradation and the 
dissolution of diatoms, organic compounds are rematerialized. Simultaneous studies 
of silica dissolution and carbon degradation on diatom cells grown under various 
nutrient availability are required to obtain a greater understanding of the Si-OC 
interactions and to clarify their role in diatom remineralization. In the present 
study, bSiO2 dissolution and POC degradation rates were explored on single cells of 
the marine diatom Thalassiosira weissflogii starved in phosphorus. The 
remineralization of the frustule fraction was also explored throughout the 
experiment by using Fourier transform infrared spectroscopy as described in Soler 
et al.(in review). 
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2.2..Material and methods 
2.2.1.Degradation experiments 
a) Culture and Samplings 
The marine diatom Thalassiosira weissflogii (strain CCMP 1049) obtained from 
IFREMER (Argenton station, France) was grown in two 10L-batches; one of ten litre 
of F/2 complete medium (Ctrl) (Guillard and Ryther 1962) and the other batch of ten 
litre of F/2 phosphorus depleted medium (Pstarv). The two batch cultures were 
maintained one week at 18°C (±1°C) under a light/dark cycle (16h: 08 h) under a 
photon flux density of 180 µmol photons.m-2.s-1. One week was sufficient to observe 
an impact of phosphate starvation on the physiological status of the culture (Soler et 
al. in prep). Cultures were centrifuged for 20 minutes at 2000rpm. The supernatant 
was dropped and the pellets frozen for 24 hours at -80°C to kill diatom cells. 
Different freezing techniques were tested to kill diatom cells without disrupting the 
cell integrity. To test these techniques we used fluorescent probe the SYTOX green 
that only enter dead cells and we measured cells viability and cell integrity with a 
flow cytometer. Figure III.3 presents the population of living versus dead diatoms, 
while the abscissa axe gives an indication of the cell integrity. 
Freezing cells at -20°C (Fig. III.3b) for one hour, killed only 20% of the population. 
The treatment at -80°C (Fig. III.3c) and in liquid nitrogen (Fig. III.3d) killed more 
than 90% of the population. Even if the percentage of dead cells was slightly higher 
after the liquid nitrogen treatment, the population was also less homogeneous than 
after a freezing at -80°C which could suggest that liquid nitrogen treatment 
modified the global structure of the cells (Fig. III.3d). 
 
Dead cells were re-suspended in 12 litres of natural sea water filtered on 0.7µm 
GF/F to eliminate phytoplankton and zooplankton and conserved the natural 
bacterial community. The seawater was collected in the bay of Brest at the end of 
June. 
 
III. Impact d’une carence en PO4 sur la dégradation et la dissolution  
 
125 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.3: viability test after different freezing treatment; a) control; b) 1h at -
20°C; c) 1h at -80°C and d) 5 min in liquid nitrogen. FL1-height axes measured the 
fluorescence giving an indication of the number of dead cells. FSC-Height is the 
response of the forward scatter that gives an indication of particle volume 
 
Incubated batches were equipped with a magnetic stirrer and a stopper through 
which gas exchange could occur via a 0.2-µm Swinnex® filter. Diatoms were 
incubated for 21 days in the dark at 16°C. Daily-samples were taken with triplicate 
at day 2, 6, 9, 12 and 19. Approximately ten percent of the liquid volume remained 
at the end of the experiment. The chemical and biological parameters biogenic silica 
(bSiO2), silicic acid (dSi), particulate organic carbon and nitrogen (POC, PON) and 
total bacterial abundances were measured on a daily basis. Every three days, 
bacterial production and proteolytic activity were measured and biochemical 
composition of diatom cells and frustules were analysed in Fourier transform 
infrared (FTIR) spectroscopy. 
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2.2.2.Parameters analysis 
a) POC PON 
POC and PON concentrations were measured using a Thermo Fisher NA 2100 
CN analyzer. Ten-ml samples were filtered through 0.7-µm GFF filters. The filters 
were desiccated overnight in an oven at 50°C and then placed in tin capsules to be 
introduced into the oven of the analyzer. 
 
b) bSiO2 / dSi 
Biogenic Silica (bSiO2) was determined throughout the experiment using a 
variation of the method of Ragueneau and Tréguer (1994). As no lithogenic silica 
was present in the algal culture, the second digestion step using HF was not 
necessary. Ten-ml samples were filtered onto 0.2-µm polycarbonate filters. Filters 
were analyzed for bSiO2 and the filtrate for dSi. For bSiO2, filters were digested in 
30 ml of 0.2N NaOH for four hours at 95°C to ensure the dissolution of all bSiO2; dSi 
concentrations in the solution remained far below the solubility equilibrium of bSiO2 
at all times. After cooling, the solution was acidified with 7.5 ml of 1N HCl, 
centrifuged to remove remaining solids, and analyzed for dSi. 
Silicic acid (dSi) concentrations were determined on 10-ml filtered samples and on 
digested bSiO2 samples using the molybdate blue spectrophotometric method of 
Mullin and Riley (1965), as adapted by Tréguer and Le Corre (1975) and modified by 
Gordon et al. (1993) for use in segmented flow colorimetry. We used a Bran and 
Luebbe Technicon Autoanalyzer (<1% precision).  
 
c) Bacteria abundance, activity and productivity 
Bacterial biomass in Flow cytometry - The presence and number of dead diatom cells 
were determined using the fluorochrome SYTOX Green (Invitrogen), a cyanine stain 
with high affinity for nucleic acids. SYTOX Green can only penetrate cells with 
permeabilised plasma membranes, here defined as dead cells (Veldhuis et al. 2001). 
Bacterial secondary production - Bacterial secondary production (BSP) was 
estimated by the incorporation of methyl 3H-thymidine (Fuhrman and Azam 1982). 
Triplicate samples (5 ml) and a control (TCA 5 % final concentration added 
immediately after TdR addition) were incubated with 40 nM (final concentration) of 
III. Impact d’une carence en PO4 sur la dégradation et la dissolution  
 
127 
TdR (20 Ci mmol-1) at batch temperature for 30 mn. The rates of TdR incorporation 
into DNA were converted into cell production using 2.18.1018 cells produced per mole 
of thymidine incorporated (Fuhrman & Azam 1982), after which values were 
converted into bacterial carbon production using conversion coefficients. 
Ectoenzyme assay - Aminopeptidase activity was assayed according to Hoppe (1983;  
1993), by measuring the hydrolysis of the fluorogenic protein model substrate (L-
Leucine-4-methyl-7-coumarinylamide, Leu-MCA). We used a saturating 
concentration of Leu-MCA (1000 µM) to reach the maximum activity (Vmax) 
providing the enzymatic potentialities developed by bacteria. At the beginning and 
at the end of the experiment, determination of Vm and Km were carried out in order 
to verify that maximal velocity was really reached using 1000 µM final Leu-MCA 
concentration. 
For all experiments, two duplicate samples (2ml) and one control (SDS inhibited) 
were incubated in the dark with 50 µ1 of 40 mM of Leu-MCA at the batch 
temperature for 30 min. At the end of the incubation, 200 µ1 of sodium-dodecyl-
sulfate (1 % final concentration) was added to stop the reaction and the samples 
were immediately frozen (Delmas and Garet 1995). Determination of the fluorescent 
MCA(4-methyl coumarinylamine) released upon aminopeptidase activity was 
carried out by flow injection analysis (Delmas et al. 1994) using a Kontron SFM 25 
spectrofluometer (excitation at 380 nm / emission at 440 nm) previously calibrated 
with MCA solutions (2 nM to 2 µM). For kinetic measurements both sample and 
control were incubated at eight final concentrations of leu-MCA ranging between 7 
to 1000 µM. Measurements were carried out as for single addition experiments; the 
kinetics parameters, Vm and Km+Sn, were calculated from direct plots of reaction 
velocity versus substrate concentration, by non-linear least squares regression using 
the Hyper32 software. 
 
d) Fourier transform infrared spectroscopy 
Isolation of the frustule - The relative contribution of main biochemical pools to 
diatom frustules were estimated using FTIR. As described and validated in Soler et 
al. (in review), a physical treatment was applied on a 150mL diatom pellet to 
separate the free internal pool from the rest of the cell. Diatom cells were heated at 
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70°C and sonicated during 120s at 75W to provoke a mechanical rupture of the 
frustule. The sample was centrifuged during 40 min at 3000g and the supernatant 
was separated from the pellet. As a second step, a chemical treatment was applied to 
the resulting pellet in order to separate the pigments, carbohydrate and sugar 
building cellular membranes from what we supposed to be the frustule. We used a 
methanol/chloroform/water (3/5/3) extraction adapted from Granum and Myklestad 
(1999;  2001). The sample was well mixed and phase parting was accelerated by a 10 
minutes exposition at +4°C. During this extraction, compounds were separated 
depending upon their polarity. Three phases were obtained: two liquid phases, a 
lower chloroform phase, an upper methanol phase, and a solid phase forming an 
interphase and containing frustules (Soler et al. in review).  
 
Sample preparation - The solid samples were dried with potassium bromide (KBr) 
and milled to obtain a fine powder. This powder was compressed into a thin pellet 
before being placed in a desiccator (Schott) under 1 bar pressure for 30 minutes. The 
sample was then introduced into a spectrometer for spectral acquisition. KBr was 
used as a matrix for solid samples because of its range of transparency to infrared 
radiation; 100 mg of KBr was weighed for every 8 mg of the sample. 
 
Spectral acquisition - Spectra were collected on an FTIR spectrometer (Tensor 27 
Bruker) equipped with a KBr beam splitter and fitted with a deuterated tri-glycine 
sulfate (DTGS) detector. The Bruker system was controlled by a computer using 
OPUS software version 5.5. The absorbance spectra were collected between 3600 
and 600 cm–1 at a spectral resolution of 4 cm–1 with 10 scans added and averaged. 
Differences between spectra due to baseline shifts were reduced with a baseline 
correction using the “rubber band” algorithm of 200 baseline points. 
Band assignments - Bands were assigned on the basis of band assignments in 
previous studies by Coates (2000), Giordano et al. (2001), and Benning et al. (2004) 
(Table III.1). We estimated the relative contribution of each pool to the global 
biochemical composition by comparing their deconvolved spectra (OPUS software, 
Fourier self-deconvolution, noise reduction: 0.5). The contribution of the different 
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FTIR peaks to the global biochemical composition was estimated by integrating the 
surface area of each band. 
 
Table III.1: Band assignments for FTIR spectroscopy used in this study 
 
2.2.3.Kinetics 
Dissolution/degradation of bSiO2 and organic carbon was characterized using 
statistical comparison of four mechanistic models. The model 1 is a simple first-
order rate equation (1) as described in Greenwood et al. (2001) and used in many 
dissolution studies (e.g. Kamatani and Riley 1979;  Kamatani et al. 1980;  Kamatani 
1982):  
 
Ĉ(t) = C0.e(-k1.t)       (1) 
 
where Ĉt is the concentration (µM) estimated at time t (d), C0 is the initial 
concentration, and k is the dissolution/degradation rate constant (d-1). 
Compounds Band 
Wavenumber 
 (cm-1) 
Assignment References 
Lipids 
frequencies 
1 3000-2800 
C-H stretch of saturated 
CH 
Coates 2000 
Proteins 
frequencies 
 
Amide I 
 
 
Amide II 
 
Amine 
 
 
2 
 
 
3 
 
4 
 
~1650 
1650-1590 
 
1650-1540 
 
~1455 
~1398 
 
C=O stretch 
>N-H bend 
 
>N-H bend 
 
CH3 and CH2 asymetric 
bend 
CH3 and CH2 symetric 
bend 
Giordano et al. 2001 
Stehfest et al. 2005 
Coates 2000 
Carbohydrates 
frequencies 
5 
1200-900 C-O-C stretch Giordano et al. 2001 
Si-compounds 
frequencies 
 
6 1150-950 
950-850 
850_750 
SiO4 tetrahedron bend 
Si-O stretch of Si-OH 
groups 
Inter-tetrahedral SiO-Si 
bonds 
Legrand 1998, Coates 
2000 
Giordano et al. 2001 
Loucaides et al. 2009 
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Model 2 assumes simultaneous dissolution/degradation of two phases (2). The 
equation used is similar to that used for carbon degradation in the study of Westrich 
and Berner (1984):  
 
Ĉ(t) = C1.e
(-k1.t) + C2.e
(-k2.t)                (2) 
 
In Model 2, four parameters are estimated: C1 and C2 are concentrations (µM) of 
phase or pool 1 and 2, and k1 and k2 (d-1) are their respective dissolution or 
degradation rate constants. As it uses 2 more parameters, Model 2 always gives a 
better fit than Model 1  
 
Model 3 also contains 4 parameters and employs one first-order equation initially 
(3a), and a second first-order equation after that (3b). The time at which the 
dissolution/degradation rate constant changes is called the substitution time ( ts), 
and is allowed to take on any value >0.  
 
Ĉ(t) = C0.e(-k1.t) ; 0 <  t < ts     (3a) 
Ĉ(t) = C(ts).e
(-k2.t) ; t > ts     (3b) 
 
Model 4 contains 5 parameters and is a combination of the two previous models as it 
considers that the first phase is not totally dissolved/degraded when the 
dissolution/degradation of the second phase start. During a first period of 
dissolution/degradation during which only one phase dissolve/degrade. During a 
second period of time 2 phases dissolve/degrade simultaneously. 
 
 
Ĉ(t) = C1.e(-k1.t) + C2      (4a) 
Ĉ(t) = C1.e
(-k1.t) + C2.e
(-k2.(t-ts))     (4b) 
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Each fit was optimized by maximizing the likelihood statistic log(L) as described in 
equation 1 (Armstrong et al. 2002 and references therein). The equation 5 is based 
on a Gaussian distribution with a constant variance on a logarithmic scale:  
 
(5) 
 
 
In this equation, N is the number of data points, Cj is a measured concentration for 
data point j, and the Ĉj is the corresponding model prediction. The difference in 
log(L) (∆log(L)) between fits of two different models to the same data gives the 
goodness of fit of one model compared to the other. If one model gives a value for 
log(L) that is at least 2 points higher per added parameter than another model, it is 
considered to fit the data better (Hilborn and Mangel 1997). 
 
2.3.Results 
2.3.1.Bacterial concentration, production and exoproteolytic activity 
Bacterial concentration was measured after one day in the batch in order for the 
bacterial population to adapt to the sudden change of their condition represented by 
the sudden availability of dissolved organic matter compared to what they were used 
to in their natural environment. Bacterial concentrations at day 1 was high 70.23 x 
106 ± 0.1 x 106 cell.ml-1 and 56.41 x 106 ± 0.5 x 106 cell.ml-1 for the control and the 
Pstarv batch, respectively (Fig. III.4a).  
The bacterial production measured throughout the degradation experiment is 
presented on figure III.4b. In both batches, we observed an increase in bacterial 
production during the first 2–5 days and a decrease thereafter until 12 days. A 
slight increase occurred from day 12 until the end of the experiment (Fig. III.4).  
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Figure III.4: Evolution of (a) bacterial concentration; (b) bacterial production and (c 
exoproteolytic activity measured in the two batches throughout the experiment 
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Our results showed that bacterial production was higher in the Pstarv batch except 
at the end of the experiment where the bacterial production reached 1700 µgC.L-1.d-
1 in the control batch versus 1400 µgC.L-1.d-1 in the Pstarv batch. The bacterial 
production expressed per cell revealed that the higher production activity observed 
in the Pstarv batch was not due to a larger number of bacteria. 
 
Proteolytic activity was clearly higher in the control than in the Pstarv batch at day 
2 and 3 (Fig. III.4c). Maximal velocity of the proteolytic activity at different time of 
the experiment presented an important peak at the beginning of the experiment 
reaching 185 and 125 µM final Leu-MCA.h-1 in the control and in the Pstarv batch, 
respectively. After the peak, the proteolytic became very similar in both batches 
until the end of the experiment. The proteolytic activity of bacteria assemblages 
decreased continuously after the peak until the end of the experiment and reached a 
plateau (≈ 5 µM final Leu-MCA.h-1) after ten days in both batches. 
 
 
2.3.2.Organic matter degradation 
At the beginning of the experiment, the bSiO2/POC ratio was 0.09 and 0.07 ± 0.01 
for control and phosphate starved (Pstarv) cells, respectively. This ratio is slightly 
lower than the value of 0.13 measured in fresh diatoms by Brzezinski (1985) but in 
the range of coastal diatoms measured by Rousseau et al. (2002). The modelling 
experiment described in the material and method part was applied to the 
degradation of the particular organic carbon and nitrogen in order to characterize 
the degradation pattern of the diatom in the control and Pstarv batches and to 
calculate their respective degradation rate. The degradation pattern of organic 
carbon (POC) in the two batches was best fitted using the model 3 (Table III.2) 
meaning that we observed two periods of degradation as shown on figure III.5a and 
b for the control and the phosphate starved batch, respectively. 
 
The degradation rate was higher at the beginning of the degradation experiment 
than in the second part of the degradation during which a very low degradation rate 
was measured. In the control batch the model calculated a degradation rate of 
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0.070.d-1 for the first degradation period. During the second period the degradation 
rate was reduced to 0.0002.d-1 after day 7 (Fig. III.5a). In the Pstarv batch the 
degradation rate was reduced from 0.053 to 0.003.d-1 after day 9 (Fig. III.5b). Note 
that a higher variability was observed in the Pstarv batch compare to the control 
which seem to be associated to a visually higher aggregation rate of Pstarv diatoms 
compared to control diatoms. 
 
 
Table III.2 : Likelihood (log(L)) calculated by the 4 models for POC degradation in 
control and Pstarv batches 
 
  
∆ of the number 
of parameters 
POC 
Control 
POC 
Pstarv 
Log(LM1)  48,20 40,54 
Log(LM2)  63,49 46,12 
Log(LM3)  65,34 47,04 
Log(LM4)  63,49 46,12 
∆Log(LM2-LM1) 2 15,29 5,58 
∆Log(LM3-LM1) 2 17,14 6,50 
∆Log(LM4-LM1) 3 15,30 5,58 
 
 
Only 45% of the POC was degraded at the end of the degradation experiment in the 
control and 40% in the Pstarv batch. 
 
The degradation pattern of particulate organic nitrogen (PON) in the two batches 
was also best fitted using the model 3 meaning that the model calculated two 
degradation rates for two periods of degradation. PON degradation rates were quite 
similar in both batches, decreasing after day 9 from 0.10.d-1 to 0.02.d-1 and 0.015.d-1 
in the control and the Pstarv batch, respectively. PON degradation rates were 
higher than POC degradation rates. During the 20 days experiment, 60% of the 
PON in the control and 50% in the Pstarv batch were degraded. 
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Figure III.5 : POC degradation in the control batch (a) and in the PO4 starved batch 
(b). Temporal evolution of the relative POC concentrations normalized to the initial 
POC concentration 
 
a 
b 
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2.3.3.Biogenic silica dissolution 
Changes in bSiO2 over time are shown in figure III.6a and b for the control and 
the phosphate starved batch, respectively. bSiO2 dissolution data were best fitted 
using model 3 (Table III.3. bSiO2 dissolution occurred in two steps represented by 2 
dissolution rates in both batches. In the control batch, the substitution time (ts) 
calculated by the model was 10.8 whereas in the Pstarv batch, the substitution time 
was day 9. The bSiO2 dissolution of the control cells decreased at ts from 0.06 d-1 to 
0.018 d-1 whereas in the Pstarv batch, bSiO2 dissolution rate increased from 0.011 d-
1 to 0.070 d-1 after ts (Fig.III.6a and b)  
 
Table III.3: Likelihood (log(L)) calculated by the 4 models for bSiO2 dissolution in 
control and Pstarv batches 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Note that, the higher variability of P-starvation batch due to aggregation observed 
in this batch explained the lower likelihood calculated by the different models fitting 
the data (Table III.3).  
 
 
 
 
 
 
 
  
∆ of the number 
of parameters 
bSiO2 
Control 
bSiO2 
Pstarv 
Log(LM1)  45,99 33,40 
Log(LM2)  49,44 33,40 
Log(LM3)  50,10 37,96 
Log(LM4)  52,39 39,05 
∆Log(LM2-LM1) 2 3,44 0,00 
∆Log(LM3-LM1) 2 4,11 4,56 
∆Log(LM4-LM1) 3 6,40 5,65 
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Figure III.6 : bSiO2 dissolution in the control batch (a) and in the PO4 starved batch 
(b). Temporal evolution of the relative bSiO2 concentrations normalized to the initial 
bSiO2 concentration 
a 
b 
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2.3.4.Remineralization of the frustule fraction 
a) POC and PON degradation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.7 : POC and PON degradation measured in the frustule in the control 
batch (a) and in the PO4 starved batch (b). Temporal evolution of the relative POC 
and PON concentrations normalized to the initial POC and PON concentrations 
 
The figure III.7 described the evolution of relative POC and PON concentrations in 
the frustule of both control and P-starved cells throughout the degradation 
experiment.  Relative POC and PON decreased during the degradation experiment 
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in the control batch (Fig. III.7a). Decrease was more pronounced after 7 days in 
frustules extracted from control cells. In the Pstarv batch, the variability in 
frustules extracted from cells was really important but the frustule remineralization 
is lower at the beginning of the experiment. It is interesting to notice that, despite 
the high variability of data, POC and PON followed the same pattern (Fig. III7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.8 : Evolution of bSiO2/POC ratio in frustules extracted from control and 
Pstarv cells throughout the degradation experiment 
 
 
bSiO2 over organic matter ratio in the frustule started around 0.17 in both batches 
(Fig. III.8). This ratio decreased in the Pstarv batch from 0.17 to less than 0.05 
whereas it was more fluctuant in the control and stabilized around 0.13 during the 
last week. In the control, bSiO2 over organic matter ratio was maximal, around 0.2, 
between day 7 and day 11. In the Pstarv batch, two peaks were observed reaching 
0.2 and 0.18 at day 9 and day 15, respectively. 
 
b) Relative biochemical composition of frustule fraction 
Frustules were isolated from cells sampled in control and Pstarv batches, and 
their biochemical composition was observed using FTIR (Fig. III.9).  
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Figure III.9: Comparison over the time of frustule FTIR spectra extracted from cells 
maintained in the control batch (a) and in the Pstarv batch (b) 
a 
b 
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The FTIR spectra showed the proportion of the different biochemical pools in the 
frustule throughout the degradation experiment. Only one band was assigned to 
lipids and was centred around 2850 cm-1 (Fig. III.9: band 1). Three groups of 
proteins were observed. The first one was amide I function and corresponded to 
band 2 at 1650 cm-1, the second one was amide II function were assigned to band 3 
around 1550 cm-1 and finally amine compounds were attributed to band 4 on 1350 
cm-1. Bands 5 and 6 centred around 1200 and around 1000 cm-1 were assigned to 
carbohydrates and bSiO2, respectively. The bSiO2 and POC values detailed in the 
previous part indicated that dissolution of bSiO2 and POC degradation occurred 
simultaneously throughout the experiment. FTIR spectra were normalised on the 
bSiO2 band (band 6) and indicated that organic matter bands increased with time in 
both batches compared to the bSiO2. FTIR spectra gave qualitative information on 
the relative composition between compounds. In both batches, composition of the 
frustule fraction changed with an increase of organic matter peaks with time and 
especially for the carbohydrates (band 5). Contributions of proteins (bands 2 to 4) 
were always smaller, compared to the carbohydrate and bSiO2 bands, in the Pstarv 
batch than in the control (Fig. III.9). The relative contribution of proteins, 
carbohydrates, lipids and bSiO2 to the frustule fraction was determined throughout 
the experiment by integrated FTIR peaks and data are presented in figure III.10. 
 
In the control batch, bSiO2 contributed to 38% of the frustule and fluctuated during 
the first ten days of the experiment and decreased from 41 to 35% thereafter. The 
contribution of bSiO2 in the frustule extracted from Pstarv cells was around 44%, 
reached almost 50% after 11 days and then decreased until the end of the 
experiment. Carbohydrate and lipid contribution in the frustule remained constant 
during the experiment except at day 21 in the Pstarv batch were a higher 
contribution of carbohydrate was observed (Fig. III.10b). Lipid contribution was 
higher in frustules extracted from control cells (around 13%) than in frustule 
extracted from the Pstarv cells (around 9%). Decrease of bSiO2 contribution was 
balanced by an increase of protein contribution. Indeed, protein contribution 
increased throughout the experiment in both batches, from 18 to 25% in the control 
and from 15 toz 24% in the Pstarv batch (Fig. III.10a and b). 
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Figure III.10 : Relative contribution of the main compounds to the biochemical 
composition of Thalassiosira weissflogii frustules extracted from cells grown in (a) 
control or in (b) Pstarv batches. Values are based on FTIR spectra analysis and 
expressed in percentage of the total composition of the frustule 
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bSiO2 to main biochemical pools (protein, carbohydrate and lipid) ratios were 
calculated over time. In both batches, bSiO2 /carbohydrate ratios were lower than 
the two other ratios. This ratio was around 1.3 in the control batch and 1.5 in the 
Pstarv batch and remained almost constant during the experiment, only a slight 
decrease was observed at the end. Temporal evolution of bSiO2 /carbohydrate ratio 
indicated that carbohydrates were degraded as fast as bSiO2 dissolved. In control 
frustules, bSiO2/protein and bSiO2/lipid ratios fluctuated over the first ten days with 
a peak around seven days of experiment (2.27 and 3.70, respectively) explaining the 
increase observed for the bSiO2 over total organic matter ratio. In the Pstarv 
frustule, bSiO2/protein ratios increased to 3.67 at day 11 before decreasing until the 
end. The ratios between bSiO2 and lipid increased until day 15, from 3.96 to 5.48, 
and then suddenly decreased after 21 days. 
 
2.4.Discussion 
In the present study, bSiO2 dissolution and POC degradation rates were explored 
on single cells of the marine diatom Thalassiosira weissflogii starved in phosphorus. 
As nutrient starvations impacted both whole diatom cells and frustule compositions 
(Soler et al. in prep-a), the quality and the quantity of the organic matter released in 
the water column will be highly variable and seem partially controlled by diatom 
growth conditions. The following paragraphs try to unravel the role of different 
parameters to explain differences observed between control and Pstarv batch in 
POC, PON degradation and bSiO2 dissolution patterns. Starting with bacterial 
concentration, activities that are known to have a key role on both, carbon 
degradation and bSiO2 dissolution (Bidle and Azam 1999;  Bidle et al. 2002;  Lewin 
1961).  
 
2.4.1.Importance of bacteria in T. weissflogii degradation 
The bacterial concentration was really high considering the natural origin of the 
bacterial population (Fig. III.4a) but not considering the sudden input of available 
food they experienced in such degradation experiment. Indeed, we observed similar 
concentrations in a previous degradation experiment where the phytoplankton cells 
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where not even killed (bacterial concentrations increased from 0.3 to 10 x 106 cell. 
ml-1 in the 2 first days, see Moriceau et al. 2009). In the experiment by Bidle and 
Azam (1999) bacterial reached 1011 cell ml-1 in detritus environment similar to our 
dead diatoms. The bacterial population decreased suddenly after day 2 before 
remaining stable in both batches, around 33.87 x 106 ± 0.74 x 106 cell.ml-1. This 
decline coincided with a sudden decrease of bacterial production and proteolytic 
activity after a few days in both batches. It could be explained by different factors 
that tend to limit bacterial activity. First, O2 or pH could have suddenly change and 
become limiting factors. However, the two parameters were measured all along the 
degradation experiment and did not change substantially showing that the air 
exchange was sufficient to renew O2 even to sustain degradation of such amount of 
organic matter. In natural assemblages, bacteria population is controlled by 
predators but as explained in materials and methods section, swimmers were 
discarded by filtration and we didn’t see any contamination with flagellates. The 
prey/predators pattern following the drop in bacterial concentration was not due to 
grazing pressure but maybe to viral lyses. Most probably the drop revealed that 
most of the very labile carbon suddenly available was rapidly exhausted. Anyway, 
this pattern in bacterial concentrations is usual in batch experiment. Moreover, 
throughout the degradation of diatoms, degradation products are formed which 
could inhibit bacterial growth and activity when accumulating in batches. In the 
control batch, the proteolytic activity measured during this experiment showed that 
bacterial assemblage had a higher potential to degrade organic matter than in the 
Pstarv batch (Fig. III.4b) and yet we measured a higher degradation rate in Pstarv 
than in the control batch. To explain this result we need to remember that while 
phytoplankton cell is mainly composed of high molecular weight organic compounds, 
such as protein, polysaccharide, and so on, bacteria feed on low molecular weight 
organic compounds. During the decomposition process, organic matter is broken 
down usually by enzymes, proceeding from high molecular weight compounds to 
lower ones and then would be mineralized (Fukami et al. 1981). Results of 
degradation experiments undertaken in this study showed differences between the 
remineralisation of particular organic matter in the control and the Pstarv batch 
that doesn’t reflect our measurement of bacteria activities highlighting the indirect 
III. Impact d’une carence en PO4 sur la dégradation et la dissolution  
 
145 
relation between the two. The change in concentration of dissolved organic matter 
(low molecular weight organic coumpounds) may not be directly proportional to 
decrease in particular organic matter. 
 
Table III.4: POC and PON degradation and bSiO2 dissolution kinetic parameters 
measured in both batches  
 
 Control batch Pstarv batch 
 k1 (d-1) k2 (d-1) ts k1 (d-1) k2 (d-1) ts 
POC degradation 0.070 0.0002 7.5 0.053 0.0031 9 
PON degradation 0.10 0.020 8.9 0.095 0.015 8.9 
bSiO2 dissolution 0.060 0.018 10.8 0.011 0.070 9 
 
2.4.2.Importance of Si-OC interactions 
POC and PON degradation rate constants found in this study are higher than 
rate constants measured in previous studies (0.036.d-1 for POC (Lee and Fisher 
1992) and 0.047.d-1 for PON, (Harvey et al. 1995)). Harvey et al study showed 
similar bacterial concentrations. But these two studies used living cells which could 
explain the discrepancy between our results and their. In our study, POC and PON 
degradation rates showed that organic matter was degraded faster in the first period 
of the experiment and degradation slowed down in the second period. POC and PON 
degradation rates decreased from 0.07.d-1 to 0.0002.d-1 and from 0.1 d-1 to 0.02 d-1 in 
the control batch respectively (Table III.4). Previous degradation experiment on 
single diatom cells undertaken by Moriceau et al. (2009) also showed a POC and 
PON degradation in two steps but with higher degradation rates for the second 
period. The second POC degradation rate was estimated around 0.082.d-1 which is 
close to the first degradation rate found in the control batch for this study (0.07.d-1). 
The two dissolution rates calculated in the two studies were exactly the same. The 
fact that POC degradation increased at the end of the dissolution of the first bSiO2 
phase lead the authors to support the hypothesis of Hedges et al. (2001) of a 
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protective role of the first bSiO2 phase over organic matter. In the present study, no 
protective role of bSiO2 towards the degradation of diatom internal organic matter, 
were evidenced, neither in control condition nor in PO4 starved diatoms. The 
treatment applied to kill diatom cells before degradation experiment is with the 
species difference (Thalassiosira weissflogii and Skeletonema marinoï) one of the 
main differences between this study and the one by Moriceau and co workers (2009). 
Killing diatom avoid any active defence mechanisms that could delay the 
colonization o f bacteria on diatom cells like TEP excretion (Passow 2002a) but also 
this pre-treatment allowed to measure real dissolution rate and not a balance 
between uptake and dissolution. The difference of viability could explain the 
difference measured in the POC degradation rates between these two studies. But 
we should have also measured different bSiO2 dissolution rates which was not the 
case here.  
The fact that the dissolution is described by two dissolution rates in the control 
batch once again tend to reveal the presence of two bSiO2 phases in the frustule 
constitution. In the present study frustules were isolated regularly during the whole 
experiments according to Soler et al. (in review) to observe the relative composition 
of this fraction throughout the degradation experiment (Figs. III.9 and III.10). FTIR 
spectra of the frustule during degradation of control T. weissflogii showed that the 
decrease of bSiO2 dissolution rate is associated to a switch in the frustule 
composition. FTIR spectra analyses did not revealed sharp modifications of the 
relative contribution of biochemical pools (Fig. III.10). But after day 9 we could 
observe a slight increase of the protein pool while the pool of biogenic silica 
decreased progressively. The frustule became less silicified and contained more 
proteins at the end of the degradation experiment. These results confirmed the 
importance of Si-OC interactions inside the frustule for bSiO2 dissolution (Moriceau 
et al., 2009). This slight modification occurred approximately at the same time than 
the shift of POC, PON and bSiO2 remineralization rates (Table II.4: ts). Using basic 
treatment in a previous experiment we tried to characterize the composition of the 
less reactive phase of the frustule (Soler et al. in review). With these two different 
methods we described a less reactive phase which is less silicified and contain more 
protein confirming the hypothesis made in Soler et al. (in review). Proteins seem to 
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increase the chemical resistance of the biogenic silica. Such a change in biogenic 
mineral properties has already been observed. The parallel can be made with the 
abalone shell in which the mechanical resistivity has been attributed to the organic 
matrix intimately link to the calcium carbonate (Hildebrand and Wetherbee 2003). 
Frustule form efficient mechanical protection towards mechanical stress like 
zooplankton grazing (Hamm 2003) that could also be attributed to the organic 
matrix.  
 
Reversely, no evidence for an influence of bSiO2 could be invoked to explain carbon 
degradation but it seems that the degradation rate for carbon was fast due to the 
absence of organic coating as confirmed by FTIR spectra. Indeed, the relative 
contribution of the different biochemical pools were close to those found after a nitric 
acid washed in a previous study.(Soler et al. in prep-a) except for the protein 
contribution which was slightly lower in the present study. The absence of the 
organic coating facilitated the bacteria colonisation on cells and so increased the 
dissolution of the frustule and the degradation of the organic matter in the first 
period of degradation. However, it is surprising that bacteria could not 
remineralized more than 60% of the organic matter pool. This trend is surprising 
but not unusual for batch experiments as shown by previous studies (Lee and 
Fisher, 1992, Moriceau et al. 2009). 
 
2.4.3.Impact of P starvation on diatom remineralisation 
POC and PON degradation presented two periods with a decrease of POC rates 
from 0.053.d-1 to 0.0031.d-1 and a decrease of PON rates from 0.095.d-1 to 0.015.d-1 
(Table III.4). PO4 starvation reduced the degradation rate of organic matter for the 
two periods, but the degradation of organic nitrogen stay the same in control and in 
PO4 starved cell. The main impact of PO4 starvation on diatom remineralization was 
on bSiO2 dissolution. bSiO2 dissolution of PO4 starved cell was delayed compared to 
control cells. bSiO2 dissolution was very low at the beginning of degradation but 
after day 9 we observed the same pattern than for the control cells at day 1. A first 
period of 10 days with a dissolution rate of 0.07 d-1 (Table III.4) while it was 0.06 d-1 
for control cells and a second period with a very low dissolution which is not clearly 
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visible in the graph but seem to just start at day 19. The delay in the bSiO2 
dissolution could be explained by the cell environment if a strong excretion of 
partially dissolved polysaccharide also called TEP and EPS occurred for example. 
Indeed, in the Pstarv batch, cells tended to aggregate more than in the control 
batch. Different study showed that under nutrient starvations, cells excreted carbon 
in their environment (Underwood et al. 2004). In dissolution experiments made on 
aggregated cells, TEP concentrations have been inversely correlated to bSiO2 
dissolution rates (Moriceau et al. 2007).  
Another possible explanation is the composition of the frustule at the beginning of 
the degradation experiment. The high proportion of carbohydrate and low proportion 
of protein associated to a high contribution of biogenic silica was mainly associated 
to a more reactive phase. However it could also reflect a chemically more organised 
structure of the frustule leading to reduce dissolution rate as described by Gendron-
Baudou et al. (2003).  
 
2.5.Conclusion 
The degradation experiment in control condition did not reveal any protective role 
of bSiO2 towards organic matter degradation. But bSiO2 and POC dissolved and 
degraded simultaneously in two steps with really close constant rates and very close 
substitution time (Table III.4: 7.5.d-1 and 10.8.d-1, respectively) suggesting a possible 
coupling between the two remineralization processes. This coupling if not protective 
interaction need to be explore further.  
The degradation and dissolution kinetics measured by models confirmed the 
presence of two phases in the frustule. The contribution of organic matter pool to the 
frustule fraction changed with the dissolution rates. Indeed, the relative proportion 
of organic matter increased during remineralization of diatom cells and especially 
the protein contribution. Using basic treatment in a previous experiment the 
composition of the less reactive phase of the frustule was characterized (Soler et al. 
in review) and proteins appeared as the main contributors. The modification of 
protein contribution to frustule biochemical composition occurred approximately at 
the same time than the shift of POC, PON and bSiO2 remineralisation rates (Table 
II.4: ts). These results corroborate the fact that the frustule contained a less reactive 
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phase enriched in organic matter compounds and especially proteins. In the Pstarv, 
the contribution of carbohydrate also increased in the frustule at the end of the 
experiment. Changes in frustule composition could explain that in the Pstarv batch, 
the pattern of bSiO2 dissolution was different than in the control with a delay of 
bSiO2 dissolution. In fact, the first period of dissolution, characterized by a low k1 
may be due to the poorest contribution of organic matter in this first bSiO2 phase 
compared to frustule composition in control cells. bSiO2 dissolution could have also 
been delayed by the presence of excreted organic compounds around cells. Diatoms 
grown under P-starvation seem to form aggregate faster than in control conditions. 
A specific environment is observed inside aggregate structures which has been 
shown to delay diatom dissolution. 
The present study highlighted that bSiO2 dissolution is impacted by growth 
condition (in this case: phosphate starvation) while no effect was observed on POC 
or PON degradation.  
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3.Dégradation des lipides particulaires 
Les lipides sont fréquemment utilisés dans les études de flux particulaires in situ 
comme marqueur de la matière organique sédimentant (Goutx et al. 2000;  Goutx et 
al. 2003). La concentration relative des différentes classes de lipides permet 
d’évaluer l’origine majoritaire de la matière organique présente en termes de 
consommateur primaire ou secondaire par exemple. L’interprétation des mesures est 
cependant compliquée par le manque de données concernant leurs vitesses de 
dégradation. Le phytoplancton marin est une source majoritaire de matière 
organique sédimentant. Il semble donc que connaître la vitesse à laquelle les classes 
de lipides correspondantes sont dégradées par les bactéries peut permettre 
d’améliorer grandement notre interprétation des données in situ. Cette étude est la 
deuxième mesurant directement l’évolution des pools de lipides particulaires en 
cours de dégradation en présence d’une communauté bactérienne naturelle. Dans la 
première étude sur le sujet, la dégradation des lipides composant la diatomée de 
l’espèce Skeletonema marinoï a été suivie pendant 3 semaines. Cette étude va 
permettre non seulement de comparer les résultats obtenus avec une deuxième 
espèce de diatomée, Thalassiosira weissflogii, mais aussi de connaitre l’impact des 
conditions de croissance sur leur composition lipidique et sur la dégradation des 
lipides en question.  
 
3.1.Matériels et méthodes 
L’évolution des concentrations de 15 classes de lipides différentes a été suivie 
pendant la dégradation des deux cultures de Thalassiosira weissflogii (contrôle et 
ayant subie une starvation en phosphate, pour la description des conditions de 
culture et de l’impact de différentes starvations sur les pools globaux voir le chapitre 
II). Des prélèvements ont donc été effectués tous les jours au cours de l’expérience de 
dégradation et en triplicats tous les trois jours. Afin d’analyser les lipides 
particulaires, 10mL de mélange ont été prélevés dans chaque batch et filtrés sur des 
filtres GF/F préalablement calcinés pendant 4h à 450°C. 
Les filtres ont été conservés au congélateur à -20°C avant l’extraction et le dosage 
des lipides particulaires qui ont été réalisés par Maxime Suroy dans le cadre de sa 
thèse, sous l’encadrement de Madeleine Goutx au laboratoire LMGEM de Marseille. 
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3.1.1.Analyse des lipides particulaires 
La perte de matériel lipidique lors de l’extraction et de l’application de 
l’échantillon est mesurée grâce à l’ajout avant toute extraction de 100 µl d’un 
standard interne (SI) : la nonadécanone (Delmas et al. 1984). Après analyse par 
CCM/DIF, le rendement d’extraction R est calculé et la concentration de chaque 
classe de lipide est multipliée par ce rendement R. 
 
a) Extraction des lipides particulaires 
Le protocole d’extraction utilisé est adapté de la méthode décrite par Bligh and 
Dyer (1959). Ce protocole utilise les propriétés d’un mélange ternaire, chloroforme-
méthanol-eau (CHCl3-MeOH-H2O). Les filtres GF/F encore congelés sont incorporés 
dans 9,5 ml d'un mélange monophasique Dichlorométhane-Méthanol-Eau MilliQ (1 : 
2 : 0.8, v/v/v). Après 15 min de sonication et une agitation vigoureuse à l’aide d’un 
vortex, le mélange est filtré sur un fritté surmontant une ampoule à décanter. Le 
mélange est rendu biphasique par l’ajout de 5 ml d’eau MilliQ salée et 5 ml de 
dichlorométhane. Après 30 min de décantation, la phase CHCl3 contenant les lipides 
totaux est prélevée et concentrée par évaporation sous flux d’azote. L’opération est 
répétée trois fois avant analyse par chromatographie sur couche mince couplée à la 
détection à ionisation de flamme (CCM/DIF : méthode Iatroscan). 
 
b) Analyse 
La phase stationnaire est constituée par des baguettes de quartz de 900 µm de 
diamètre et de 15 cm de long, revêtue d’un mélange de poudre de silice et 
d’adsorbant actif sur toute la surface, d’une épaisseur de 75 µm (Chromarods SIII). 
Des spots de 3 à 6 µl d’échantillons et de standard sont réalisés pour chaque 
échantillon. L’extrait lipidique est séparé par élution dans une cuve contenant 
100ml d'un mélange de solvants propre à séparer les classes de composés des plus 
neutres aux plus polaires suivant les principes classiques de la chromatographie sur 
couche mince (Striby et al. 1999) (Tableau III.5). La saturation de l'atmosphère de la 
cuve est assurée par un papier buvard plongé en partie dans le mélange. Après 
élution et séchage, le cadre est placé dans l’enceinte de l’analyseur. 
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Tableau III.5 : Schéma d'élution des classes de lipides après amélioration 
méthodologique 
 
 
Mélange Temps d'élution Classes séparées 
Hexane-Diéthyléther-Acide formique 
(98 : 2 : 0,2 ; v/v/v) 
30 min HC, WSE, ME, KET 
Hexane-Diéthyléther-Acide formique 
(80 : 20 : 0,2 ; v/v/v) 
30 min TG, AGL 
Hexane-Diéthyléther-Acide formique 
(70 : 30 : 0,2 ; v/v/v) 
30 min ALC, 1,3 DG, ST, 1,2 DG 
Acétone 100% 7 min Séchage sans détection 
Acétone-Chloroforme-Acide formique 
(70 : 30 : 0,2 ; v/v/v) 
28 min PIG, MG, MGDG, DGDG 
Chloroforme-Méthanol-NH4OH 28 % 
(50 : 50 : 5 ; v/v/v) 
40 min DPG+PG, PI, PE, PC 
 
 
La détection est effectuée sur un appareil Iatroscan modèle MK-VI (Iatron 
Laboratories, Tokyo) couplé à un ordinateur compatible PC équipé d’un logiciel 
d’intégration i-Chromstar v6.1 (2003).  
 
La conversion de la masse de lipide en masse de carbone est réalisée à partir de 
coefficients de conversion. Les coefficients de conversion sont calculés à partir des 
composés standards et constituent donc une approximation pour chaque classe 
correspondante. Les composés standards choisis sont cependant des composants 
majeurs des lipides d'origine marine.  
Dans notre étude, la dégradation du pool total de lipides sera comparée entre le 
batch control et le batch Pstarv ainsi que la dégradation de certaines classes de 
lipides (Tableau III.6) 
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Tableau III.6 : Abréviations des principales classes de lipides analysées lors de cette 
étude 
Abréviations Classes de lipides 
FFA (AG) 
ST 
PIG 
MGDG 
DPG+PG 
PI 
PC 
Free Fatty Acid (Acide Gras) 
Free sterol 
Pigments 
Monogalactosyl-diglycérides 
Di- et monophosphatidylglyceride 
Glycerophosphoinositol 
Phosphatidylcholine 
 
 
3.1.2.Vitesses de dégradation des lipides 
L’évolution des concentrations en lipides au cours de l’expérience de dégradation a 
été modélisée comme précédemment pour le POC, le PON et la bSiO2 en testant 
quatre modèles différents. Seuls les modèles 1 et 3 seront utilisés par la suite (voir 
paragraphe III.2.4.3).  
 
3.2.Résultats et Discussion 
3.2.1.Composition lipidiques des cellules contrôles et carencées 
Le pool de lipides des cellules contrôles est composé principalement de 
membranes chloroplastiques (MGDG, 29%), de pigments plus ou moins dégradés 
(PIG5+PIG1+PIG2 = 25%), de phospholipides constituant généralement les 
membranes cellulaires (entre autre ici les DPG et PG pour 10%) et enfin les acides 
gras, qui sont avec les monoglycérides (MG) et les alcools des métabolites de 
dégradation, forment 13% des lipides totaux des cellules contrôles. Lorsque les 
cellules sont soumises à une carence soudaine en phosphate, les pools majoritaires 
restent les mêmes, avec une augmentation de la contribution des pigments et de leur 
produit de dégradation (30%), l’apparition des MG (7%) en plus des autres 
métabolites de dégradation (AG = 7%). Les autres lipides membranaires tels que les 
phospholipides et les stérols (ST), qui sont responsables de la rigidité membranaire, 
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semblent contribuer de la même manière au pool total de lipides dans les cellules 
ayant subit la carence et dans les cellules contrôles. Notons que ces mesures sont 
faites après avoir tuer les cellules, mais il semble que l’intégrité des membranes ne 
soit pas affectée par la carence en phosphate. Plus étonnant encore, la contribution 
des phospholipides n’est pas diminuée par l’absence de phosphate. Ces pools 
représentent sans doute des réserves effectuées par la cellule avant la starvation. 
Ces valeurs sont très proches de la composition mesurée chez S. marinoï au cours de 
l’étude précédente (Moriceau et al. 2009). Dans les cellules de S. marinoï, les 
pigments étaient toutefois plus nombreux et les MGDG n’avaient une contribution 
que de 13% du pool total. Malgré la différence de traitement les métabolites de 
dégradation n’était pas plus nombreux dans les batch de T. weissflogii que dans 
celui de S. marinoï. 
 
Figure III.11 : Composition du pool de lipides totaux chez Thalassiosira weissflogii 
au début de l’expérience de dégradation dans le batch contrôle et dans le batch 
Pstarv  
 
3.2.2.Dégradation des lipides totaux 
La dégradation de lipides totaux ainsi que celle de différentes classes de lipides ont 
été modélisées pour le batch control (Fig.III.12a) et pour le batch Pstarv 
(Fig.III.12b). Statistiquement, le modèle 1 est plus adapté pour retracer la 
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dégradation des pools totaux et des différentes classes lipidiques testées (Tableau 
III.8) excepté pour la classe des acides gras dont la dégradation était mieux 
représentée par le modèle 3 que ce soit dans les cellules contrôles ou les cellules 
carencées en phosphate (Tableau III.7). 
Les pools totaux de lipides se dégradent avec des vitesses de dégradation mesurées 
par le modèle M1 de 0.072 j-1 dans le batch contrôle et 0.066 j-1 dans le batch 
contenant les cellules ayant subit la carence en phosphate (Tableau III.8). Ces 
vitesses sont deux fois plus rapides que la vitesse de dégradation mesurée dans la S. 
marinoï (0.03 j-1). Par contre les conditions de croissance ne semblent pas affecter la 
vitesse de dégradation du pool total de lipides. Après 21 jours de dégradation, il 
reste 30% des lipides totaux dans le batch contrôle et 20% dans le batch des cellules 
carencées en phosphate. En comparaison des pools de carbone organique et d’azote 
organique, les lipides sont fortement dégradés par rapport aux autres pools de 
matière organique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.12 : Dégradation du pool de lipides totaux dans le batch contrôle (a) et 
dans le batch Pstarv (b). Evolution des concentrations relatives des lipides totaux, 
normalisées par rapport à la concentration au t0 
 
 
a b 
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Les lipides semblent donc, pour la plupart, se dégrader régulièrement tout au long 
de la reminéralisation des diatomées. Les figures III.13 et III.14 montrent 
cependant une certaine hétérogénéité des valeurs avec parfois l’apparition de pics 
comme pour les DPGPG ou les PI du contrôle à environ 7 jours ainsi que dans le 
batch Pstarv pour les stérols (après 14 jours). Dans les deux conditions, le devenir 
du pool des acides gras est vraiment atypique puisqu’il se dégrade en deux phases, 
reconstruites par le modèle 3. Les acides gras, contribuant à hauteur de 13% et 7% 
du pool de lipides totaux des cellules issues respectivement du batch contrôle et 
Pstarv, se dégradent plus vite dans le batch Pstarv que dans le batch contrôle. Dans 
le batch Pstarv, la première période de dégradation des acides gras (AG) dure 3jours 
à une vitesse k1, estimée à environ 0.65.d-1 suivi d’une deuxième phase de 
dégradation plus lente (Tableau III.7 : k2=0,039.d-1). Dans le batch contrôle, la 
première période de dégradation des acides gras est trois fois plus lente que dans le 
batch Pstarv (Tableau III.7 : k1=0,21.d-1) mais dure aussi trois fois plus longtemps 
puisque le temps de substitution est de 10 jours. Par contre, après ts, dans le batch 
contrôle, la deuxième phase de dégradation des AG est quasi nulle (Tableau III.7 : 
k2=0,009.d-1). 
 
Tableau III.7: Comparaison des vitesses de dégradation des acides gras, obtenues 
avec le modèle M3 et de leur contribution relative au pool total de lipides pour le 
batch contrôle et batch Pstarv 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Page suivante 
Figure III.13 : Dégradation de différentes classes de lipides observée dans le batch 
contrôle. Evolution des concentrations relatives de chaque classe, normalisées par 
rapport à sa concentration au t0 
 Control Pstarv  
%(total lip)t0 13% 7%  
k1 0.21 0.65  
K2 0.01 0.04  
ts 10 3  
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Page précédente 
Figure III.14: Dégradation de différentes classes de lipides observée dans le batch 
Pstarv. Evolution des concentrations relatives de chaque classe, normalisées par 
rapport à sa concentration au t0 
 
Tableau III.8: Vitesses de dégradation de certaines classes de lipides, obtenues avec 
le modèle M1 et comparaison de leur contribution relative au pool total de lipides 
pour le batch contrôle (tableau de gauche) et pour le batch Pstarv (tableau de droite)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parmi les différentes classes de lipides mesurées, toutes n’ont pas pu être analysées 
par le modèle en raison des faibles concentrations de certaines ou de la variabilité 
des mesures. 
La dégradation des lipides appartenant à la classe PI (Glycerophosphoinositol) a pu 
être comparée entre les deux conditions et aucune différence n’apparait, ni dans la 
vitesse de dégradation de ce pool, ni dans sa contribution relative au pool total de 
lipides dans les conditions initiales (Tableau III.8). Les constantes de dégradation 
des PI est de l’ordre de celle du pool total de lipides tout comme pour les MGDG et 
les pigments (PIG1) pour le contrôle et comme pour les stérols pour le batch Pstarv. 
D’autres classes de lipides ont des constantes de dégradation différentes de celle du 
pool total et sont dégradées plus rapidement (0,14 d-1 pour les PC dans le batch 
contrôle) ou au contraire beaucoup plus lentement (4,9.10-2.d-1 pour les DPGPD dans 
le batch contrôle et 2,5.10-2.d-1 pour les PIG5 dans le batch Pstarv). Les pigments 
 Control  
 k1 %(total lip)t0  
Totaux 0.072 /  
MGDG 0.095 29%  
PIG1 0.076 5%  
DPGPG 4.9.10-2 10%  
PI 0.080 5%  
PC 0.138 3%  
 Pstarv  
 K1 %(total lip)t0  
Totaux 0.066 /  
PIG5 2.5.10-2 19%  
ST 0.076 3%  
PI 0.082 8%  
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apparaissaient comme appartenant aux lipides les plus réfractaires de S. marinoï 
(1.10-2 j-1), mais les différents pigments n’avaient pas pu être différenciés comme ici, 
dans le cas de T. weissflogii. De même les DPG+PG se dégradaient avec une vitesse 
de 1.10-2 j-1 comparable au 5.10-2j-1 mesuré pour T. weissflogii. Rappelons qu’ici la 
différence est sans doute due au fait que ces dernières étaient mortes au départ de 
l’expérience au contraire des cellules de S. marinoï. 
 
3.3.Conclusion 
Les conditions de croissance semblent très peu affecter la composition lipidique 
des cellules de T. weissflogii. La comparaison avec celles S. marinoï montre une 
composition des pools lipidiques relativement stable qui pourrait permettre 
d’utiliser les lipides comme marqueur du carbone des diatomées. La dégradation des 
lipides à l’exception des acides gras semble elle-même peu affectée par les conditions 
de croissance. Cette conclusion doit toutefois être relativisée puisque la lourdeur de 
ce genre d’expérience a permis seulement d’étudier la starvation qui semblait avoir 
le plus d’impact sur le métabolisme des diatomées (Soler et al. in prep-b). Il serait 
toutefois logique qu’en s’adaptant à leur environnement comme dans le cas de 
limitation, la composition des diatomées soit fortement transformée et que cela ait 
un impact sur leur vitesse de dégradation. 
En ce qui concerne la protection de la silice biogène sur la dégradation de la matière 
organique, il est intéressant de noter ici que malgré les différences importantes de 
vitesse de dissolution de la silice biogène, la dégradation des lipides était similaire 
dans les deux batch ce qui semble montrer que la dégradation des lipides et la 
dissolution de la silice biogène sont totalement découplées. Il est probable que la 
grande majorité des lipides mesurés ici appartiennent au pool interne et nous 
attendons avec impatience les résultats des concentrations lipidiques dans les 
frustules et leur évolution en cours de dégradation.  
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Conclusions générales et perspectives 
Dans les modèles actuels, les cycles du C et de la Si restent découplés. Pourtant 
des observations de flux in situ (Ragueneau et al. 2002) montrent que les rapports 
Si/C des flux de particules évoluent de façon homogène avec la profondeur dans 
l’ensemble de l’océan mondial, ce qui suggère un couplage entre les processus de 
reminéralisation/sédimentation impliqués. Au cours de cette thèse, je me suis plus 
particulièrement intéressée aux diatomées puisque (1) ces dernières sont les 
contributeurs majoritaires à la fois à la production primaire océanique mais aussi à 
l’export de carbone hors de la couche de mélange (2) comme nous l’avons vu en 
introduction, elles possèdent un métabolisme particulier qui couple dès la 
production les cycles de Si et C. Du point de vue de l’export, les cycles du C et du Si 
sont couplés via une intégration simultanée dans des grosses particules sédimentant 
rapidement et formant la majorité des flux de sédimentation. Mais pour pouvoir 
expliquer l’évolution similaire des rapports Si/C en cours de sédimentation tel que 
décrite par Ragueneau et collaborateurs il est nécessaire de s’intéresser aux 
phénomènes de reminéralisation et aux interactions Si/C depuis leur formation 
jusqu’à leur reminéralisation. Des études menées en laboratoire ont montré que la 
dégradation de la matière organique et la dissolution de la silice biogène étaient 
liées (Bidle et al. 2002;  Moriceau et al. 2009;  Tamburini et al. 2009). Les 
interactions Si-OC au sein des diatomées, dues à la présence du frustule, semblent 
intervenir directement dans les processus de dissolution de la silice biogène et de 
dégradation du carbone. L’origine, la nature complexe et la variabilité de ces 
interactions restent mal connues. En effet, la dissolution de la bSiO2 semble être 
conditionnée par la dégradation préalable d‘une couche de matière organique 
présente à la surface du frustule des diatomées (Lewin 1961 ; Bidle et Azam 1999 ; 
Bidle et al. 2002) et inversement, la phase la plus réactive du frustule semble jouer 
un rôle de protection sur la dégradation du POC (Goutx et al. 2007;  Moriceau et al. 
2009). Les propriétés de dissolution des phases du frustule pourraient donc 
s’expliquer par la nature (notion qualitative) des interactions avec la matière 
organique mais aussi par les rapports bSiO2/POC des différentes phases (notion 
quantitative). Ce travail de thèse faisait donc suite à des études exploratoires 
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réalisées par Brivaëla Moriceau (2005), en collaboration avec Madeleine Goutx 
(LMGEM, Marseille) et Cindy Lee (Stony Brook, USA) qui, en observant 
conjointement la dégradation de la matière organique et la dissolution de la silice 
biogène, ont permis d’émettre l’hypothèse de l’intervention probable des interactions 
Si-OC dans la vitesse de reminéralisation des diatomées. La nature de ces 
interactions serait à l’origine de la mise en place de différentes phases, mêlant 
matière organique et silice biogène, au sein du frustule. Le travail réalisé au cours 
de cette thèse visait donc dans un premier temps à caractériser les interactions Si-
OC et pour cela, l’une des originalités de l’étude a été d’isoler le frustule et la 
matière organique qui lui est associée du reste de la cellule de diatomée.  
 
 Explorer les interactions Si-OC au sein du frustule 
La validation d’un protocole utilisé au laboratoire PE2M de Caen a été nécessaire 
en analysant la composition biochimique des différentes fractions obtenues lors de 
l’extraction du frustule par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 
(IRTF). Cette technique n’étant jusqu’à présent pas utilisée au PE2M (Caen) ou au 
LEMAR (Brest), il a fallu mettre au point un protocole permettant d’analyser la 
composition du frustule à partir de travaux existants sur des cellules entières de 
diatomées (Giordano et al. 2001). Pour la première fois, la contribution relative des 
différents pools biochimiques a pu être établie pour différentes phases du frustule de 
Thalassiosira weissflogii (Fig. C.1). Ainsi, le frustule (FAW), accompagné de sa 
gangue organique (OC) forme la fraction dénommée total frustule (TF) ; elle est 
majoritairement composé de matière organique (70%) particulièrement riche en 
protéines et en carbohydrates. Les différentes phases du frustule isolées suite à des 
attaques chimiques (acides et basiques) ont montré que la phase la moins réactive 
(FBW) était constituée pour une très large majorité de protéines (75-80%) et 
finalement peu de silice biogène à l’inverse de la phase la plus réactive (MRP ; 40% 
de bSiO2, 25% de protéines, 25% de carbohydrates et 10% de lipides).  
 
Ce travail a donné lieu à l’écriture d’une publication soumise à Journal of Phycology 
et actuellement en review :  « Exploring the composition of cleaned diatom frustule 
by Fourier transform infrared spectroscopy »  
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Figure C.1 : Composition biochimique relative des différentes fractions isolées chez 
la diatomée Thalassiosira weissflogii  
 
 
 
Pour mieux comprendre ces interactions Si-OC j’ai cherché à les étudier dès leur 
formation dans différentes conditions de croissance. La deuxième étape de ma thèse 
s’est plus particulièrement focalisée sur l’impact des conditions environnementales 
sur la nature de ce pool et sur l’évolution de sa contribution dans les différentes 
fractions du frustule au cours de la production de matière organique. 
 
 Effets des carence en sels nutritifs sur les interactions Si-OC 
Le choix s’est porté sur l’étude des variations de la physiologie de Thalassiosira 
weissflogii et de sa composition biochimique lorsque que les microalgues sont 
carencées en sels nutritifs. J’ai choisi de m’intéresser à l’impact de carences strictes 
car elles sont représentatives de conditions environnementales rencontrées en fin de 
bloom par les diatomées et affectent fortement leur métabolisme. Une importante 
diminution de l’efficacité photosynthétique a en effet été observée en particulier 
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pour les carences en silicate et en phosphate prenant effet quasi immédiatement. La 
carence en nitrate a surtout entrainé une diminution du rendement 
photosynthétique aux fortes intensités lumineuses indiquant très certainement une 
détérioration des pigments photoprotecteurs. Les effets observés au niveau 
physiologique se sont traduits par des modifications des pools biochimiques au 
niveau des cellules mais surtout dans le frustule et ses différentes fractions. Les 
méthodes d’extraction et d’analyse du frustule et de ses fractions développées dans 
la première partie de ma thèse (Chap I) ont été appliquées pour ces cellules de 
diatomées carencées en sels nutritifs. Au niveau des cellules, l’impact était donc 
surtout visible pour les starvations en silicium (baisse de la contribution des 
carbohydrates et de la silice biogène) et en phosphate (changement de dominance au 
sein des protéines, dominance très marquée des fonctions amides). Cette étude a 
révélé que la composition biochimique du frustule est également impactée par les 
conditions de croissance. Encore une fois, c’est l’absence de phosphate qui a l’effet le 
plus important puisqu’il entraîne une hausse relative du pool de protéines par 
rapport aux pools de silice biogène et de carbohydrates ainsi qu’une inversion des 
pools amide I et amide II qui sont susceptibles d’avoir une forte influence sur 
l’architecture du frustule. Les conditions de croissance stressantes imposées aux 
cellules ont entrainé des modifications des phases du frustules et de la membrane 
organique. Ainsi, la composition de la gangue organique diffère en fonction des 
carences, l’absence de silicium a peu d’effet sur cette fraction alors qu’une baisse de 
la contribution des carbohydrates mais surtout des protéines a été observée pour la 
carence en nitrate. Au contraire, l’absence de phosphate entraîne une importante 
augmentation de la contribution des protéines. La carence en silicium a finalement 
un effet plus marqué sur les phases internes du frustule avec une diminution de la 
silicification de la phase la plus réfractaire et une augmentation des carbohydrates 
dans la phase la plus réactive. A l’inverse, l’absence d’azote se traduit plutôt pour 
une incorporation plus importante de carbohydrates au niveau de la phase 
réfractaire alors que la proportion des protéines augmente dans la phase réactive. A 
nouveau, la carence en phosphate modifie profondément la composition des fractions 
avec une diminution de la silicification des deux phases du frustules compensée par 
une hausse relative des protéines. 
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Ce travail a donné lieu à l’écriture d’une publication soumise à Biogeosciences: 
« Impact of nutrient starvation on the biochemical composition of the marine diatom 
Thalassiosira weissflogii: from the whole cell to the frustule fraction »   
 
Figure C.2 : Impact des carences strictes en sels nutritifs sur la composition 
biochimique relative des différentes fractions isolées chez la diatomée Thalassiosira 
weissflogii  
 
 
 
Comme le montrent les deux études précédentes, la silice et le carbone sont 
fortement liés au sein de la diatomée et en particulier au sein de son frustule. De 
plus la nature de ces interactions varie avec les conditions de croissance (Chap.II). 
Compte tenu du rôle suspecté des interactions Si-OC dans la reminéralisation des 
cellules de diatomées, l’impact de la carence en phosphate sur la vitesse de 
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dégradation de la matière organique et la vitesse de dissolution de la silice biogène 
ont été mesurées pour des cellules libres de Thalassiosira weissflogii. 
 
 Effets de la carence en phosphate sur la reminéralisation des diatomées 
Les expériences de production ont montré que la carence en phosphate entrainait 
notamment une augmentation de la contribution des protéines. Les protéines jouent 
un rôle clef dans la polycondensation de la silice biogène comme l’ont montrés 
différents travaux de Kröger et collaborateurs et de Hildebrandt et collaborateurs, 
réalisés in vitro. En particulier, ces études montrent que des variations dans le type 
de protéines impliquées dans la polycondensation de l’acide silicique en silice 
biogène modifient la structure de la silice néoformée. Compte tenu du lien existant 
entre la reminéralisation de la bSiO2 et celle du POC, des modifications de la 
structure et de la composition du frustule peuvent expliquer l’existence de 
différentes phases observées ou suggérées depuis Kamatani (1982).  
Cette étude a donné lieu à l’écriture d’une publication (soumise très prochainement) 
qui s’intéresse plus particulièrement au devenir de la bSiO2 en fonction des pools 
totaux de carbone organique et d’azote organique : « Pattern of organic matter 
degradation and biogenic silica dissolution of single diatom cells grown under 
phosphate starvation ». En fonction des résultats des analyses biochimiques des 
carbohydrates et acides aminés (en cours d’analyse), deux ou trois autres 
publications devraient valoriser ce travail de thèse en se focalisant sur la 
dégradation des pools biochimiques majeurs constituant la diatomée (protéines, 
sucres et lipides). 
 
o Comparaison du rôle des interactions Si-OC lors de la reminéralisation de 
T. weissflogii et de S. marinoï : 
Impact de la matière organique sur la dissolution de la silice biogène. 
La dissolution de la bSiO2 des T. weissflogii se déroule en deux périodes distinctes 
dominées par une vitesse de dissolution passant de 0.06 j-1 à 0.018j-1. Les spectres 
IRTF montrent clairement que ces deux périodes correspondent à la dissolution 
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d’une structure de silice biogène différente. En cours de dissolution la composition 
biochimique du frustule passe d’une phase plus silicifiée à une phase moins silicifiée 
contenant plus de protéines. Il semble que dans ce cas précis, la présence de 
protéines en plus grande quantité dans la structure de la silice biogène augmente la 
résistance chimique de cette dernière. Notre étude confirme l’hypothèse que les 
phases du frustule possèdent des propriétés de dissolution différentes en raison d’un 
contenu en carbone différent. De plus notre étude démontre que le pool de protéine a 
un rôle double puisque les protéines interviennent à la fois dans les processus de 
silicification du frustule mais aussi dans le renforcement de la résistance du frustule 
face à la dissolution. Il serait intéressant de tester l’impact de ces protéines sur la 
résistance mécanique à la façon de l’étude de Hamm (2003). 
 
Impact de la bSiO2 sur la dégradation de la matière organique.  
Dans le batch contrôle, la dégradation du POC et la dissolution de la bSiO2 suivent 
une tendance similaire avec une première phase de forte reminéralisation suivie par 
une reminéralisation plus lente (Fig. C.3). Les vitesses sont les mêmes pendant 
environ 7 jours (0.07.d-1) puis la vitesse de dégradation baisse fortement et devient 
quasiment nulle (0.0002 j-1) alors que la dissolution de la silice biogène reste plus 
importante (0.018j-1). Ces résultats, obtenus lors de la reminéralisation des cellules 
de Thalassiosira weissflogii, ne montrent aucune protection de la bSiO2 sur le 
carbone organique mais sont en accord avec un couplage des cycles Si et C comme le 
montre (1) des vitesses similaires en première phase de dégradation/dissolution et 
(2) un temps de substitution proche.  
Ces résultats sont donc différents de ceux obtenus sur une autre espèce de diatomée 
centrique, Skeletonema marinoi, (Moriceau et al. 2009). En effet dans cette première 
étude, la dégradation du POC était retardée et semblait accélérer à la fin de la 
dissolution d’une première phase de bSiO2. L’hypothèse émise alors était que la 
première phase de bSiO2 protégeait le carbone de la dégradation. Dans l’expérience 
sur T. weissflogii, le modèle calcule les mêmes vitesses de dissolution de la bSiO2 
que chez S. costatum dans les deux périodes de dissolution avec un ts similaire. Par 
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contre la dégradation accélère à ts dans la dégradation de S. marinoï et ralentit pour 
T. weissflogii. 
Trois hypothèses sont discutées pour expliquer les différences entre les résultats 
obtenus sur ces deux espèces.  
Les différences observées peuvent tout d’abord s’expliquer par une différence 
expérimentale essentielle entre les deux expériences : la viabilité des cellules. En 
effet dans l’expérience de Moriceau et al. (2009) la dégradation est suivie sur une 
culture mise dans le noir pendant une semaine pour diminuer la viabilité mais dont 
une partie des cellules pouvait être encore viable au démarrage de l’expérience de 
dégradation. Dans l’expérience de dégradation réalisée lors de ma thèse, les cellules 
de T. weissflogii ont été tuées par congélation à -80°C. L’hypothèse d’une forte 
viabilité des cellules de S. marinoï en début d’expérience peut permettre d’expliquer 
les différences entre les taux de dégradation de la matière organique des deux 
diatomées, il devient alors difficile d’expliquer pourquoi dans notre expérience la 
dissolution de la bSiO2 était plus rapide au début qu’à la fin. De même rappelons 
que les vitesses de dissolution étaient similaires avec des cellules de T. weissflogii 
mortes. Ce résultat irait à l’encontre des mesures effectuées sur des diatomées 
vivantes par Nelson et al. (1976).  
La deuxième hypothèse avancée pour expliquer les différences entre ces deux 
expériences de dégradation, fait appel aux différences inter spécifiques. Il est connu 
en effet que certaines espèces en mourant voient les deux parties de leur frustule se 
désolidariser. Le fait que le frustule de T. weissflogii s’ouvre dès le départ de 
l’expérience, et pas celui de la S. marinoï pourrait expliquer pourquoi la vitesse de 
dissolution de la bSiO2 est la même et a un effet totalement différent sur la 
dégradation de la matière organique. Les observations en microscopie ne semblent 
pas appuyer cette théorie puisque de fortes proportions de frustules vides ne sont 
visibles qu’à partir du jour 6.  
La troisième hypothèse s’appuie sur l’étude via l’IRTF de la composition du frustule 
au cours de la dégradation qui laisse à penser que la gangue organique a été très 
rapidement dégradée pour T. weisflogii facilitant donc la colonisation par les 
bactéries et participant donc à l’accélération de la vitesse de dégradation.  
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Figure C.3 : Dégradation du POC et dissolution de la bSiO2 mesurées chez la 
diatomée Thalassiosira weissflogii dans le batch contrôle 
 
o Effet de la carence en PO4 sur la reminéralisation de T. weissflogii: 
 Du point de vue des pools totaux, l’expérience de reminéralisation des 
diatomées comparant la dégradation du POC et du PON et la dissolution de la bSiO2 
a montré que la starvation en phosphate influençait uniquement la dissolution de la 
bSiO2 (Fig. C.4). En effet, la dissolution de la bSiO2 des diatomées ayant subit une 
soudaine carence en phosphate est retardée par rapport à celle mesurée dans le 
batch contrôle. C’est uniquement lorsqu’une importante quantité de matière 
organique est déjà dégradée (≈30%) que la vitesse de dissolution de la bSiO2 
s’accélère pour égaler la vitesse de dissolution de la bSiO2 des cellules n’ayant subit 
aucun stress de croissance (0.07.j-1). Le suivi des valeurs de pH, d’oxygène dissous et 
d’activité bactérienne ne montre pas de variations entre les deux batch et semble 
donc écarter un rôle prépondérant de l’un de ces facteurs dans la faible dissolution 
de la bSiO2 en début d’expérience dans le batch Pstarv. 
La dissolution peut être retardée par l’excrétion d’une forte quantité de matériel 
dissous ou partiellement dissous par les cellules de diatomée. En effet, en cas de 
carence, l’excrétion de TEP peut fortement retarder la dissolution de la bSiO2 
(Moriceau et al. 2007). 
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Figure C.4 : Dégradation du POC et dissolution de la bSiO2 mesurées chez la 
diatomée Thalassiosira weissflogii dans le batch Pstarv 
 
Une autre hypothèse pourrait expliquer la différence observée dans les vitesses de 
dissolution de la bSiO2 dans le batch Pstarv. La composition biochimique relative 
des frustules extraits au cours de l’expérience dans les deux batchs semble montrer 
que dès le départ, le frustule n’est pas directement protégé par la gangue de matière 
organique. Il est possible que le traitement par congélation ait fragilisé l’intégrité de 
la couche organique protectrice favorisant ainsi sa dégradation voire son relargage 
lors de l’extraction du frustule en vue de l’analyse IRTF par la méthode physico-
chimique développée au cours de cette thèse. Les différences entre les deux batchs 
pourraient alors s’expliquer par la structure du frustule en lui-même et 
particulièrement par la force des interactions Si-OC. La carence en phosphate 
modifierait la composition d’une des phases en faisant notamment intervenir des 
protéines, la rendant ainsi plus difficile à reminéraliser. C’est uniquement après que 
la dissolution ait été suffisamment avancée que la deuxième phase, plus réactive, se 
retrouve en contact avec le milieu et que la dissolution s’accélère. 
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La caractérisation des pools biochimiques encore en cours (sucres et acides aminés) 
devrait apporter des informations supplémentaires pour la compréhension des 
mécanismes de protection suspectés entre les phases du frustule.  
Notre étude préliminaire sur les pools lipidiques montre un faible lien entre la 
dissolution de la bSiO2 et la dégradation des pools totaux de lipides. Les résultats 
des analyses des contenus en lipides des frustules en cours de dégradation nous 
donneront plus d’indications sur le devenir des ces pools intra-frustules. 
 
 
 
Il est évident que les expériences de dégradation en batch ne recréent pas les 
conditions existantes en milieu naturel. En effet, le rôle du zooplancton et des 
maillons supérieurs, l’impact du changement de profondeur lors de la sédimentation 
de la matière organique (baisse de la température et augmentation de la pression) 
ou encore la forme sous laquelle la matière est exportée (cellules libres, agrégats, 
pelotes fécales) ne sont pas pris en compte. Cependant, de telles expériences sont 
très utiles et restent nécessaires pour observer certains processus clefs dont font 
partie les interactions Si-OC du frustule. Cette étude a montré que les conditions 
dans lesquelles la matière organique phytoplanctonique est produite en surface 
influencent la composition des diatomées et de leur frustule et impactent fortement 
le devenir de cette matière lors de sa reminéralisation et donc de son transfert vers 
l’océan profond. Pour le moment, seul l’impact de la carence en phosphate sur la 
reminéralisation de Thalassiosira weissflogii a été étudié. Le projet UTIL 
(Understanding silica To carbon Interactions and Linkage during production and 
their impact for diatom degradation/LEFE-CYBER) débutant cette année au 
LEMAR est la suite logique de ce travail. UTIL a pour but de continuer à explorer 
les interactions entre le silicium (Si) et le carbone (C) à l’échelle de la diatomée en 
tenant compte des variations environnementales qui dans ce projets consistent donc 
en des variations de la disponibilité en sels nutritifs. Outre l’impact des carences 
strictes en nitrate et silicate sur la reminéralisation des cellules, l’effet de simples 
limitations sur la nature des interactions Si-OC et la composition des phases du 
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frustule lors de la production des cellules sera étudié. UTIL vise à coupler les 
expériences de dégradation et la modélisation dans le but d’établir une relation 
mathématique liant la silice et le carbone lors de leur sédimentation dans la colonne 
d’eau. Afin de généraliser certains processus observés notamment au niveau de la 
composition des phases du frustule, il est nécessaire d’étudier les variations 
interspécifiques des interactions Si-OC et leur devenir lorsque les conditions de 
croissance changent. L’application de méthodes supplémentaires telles que la 
spectrométrie à rayons X ou la microscopie à force atomique devrait permettre une 
caractérisation structurelle de ces liaisons et de leurs rôles au cours de la 
reminéralisation. La spectroscopie IRTF peut également être améliorée via 
l’utilisation de standards internes permettant la quantification directe des pools 
biochimiques majeurs mais cela nécessite d’importantes mises au point notamment 
sur le type d’étalons utilisé en fonction des échantillons analysés.  
 
L’existence de plusieurs phases de silice biogène interagissant avec de la matière 
organique se confirme mais la structure physique du frustule n’est toujours pas 
établie et de nombreuses inconnues subsistent. Pour comprendre le rôle du frustule 
dans des processus aussi complexes que la reminéralisation, il est nécessaire 
d’étudier sa formation et les facteurs contrôlant la mise en place des phases de silice 
biogène. Il est donc important du poursuivre les études visant à mieux comprendre 
la silicification des diatomées. Des travaux se sont déjà intéressés au contrôle de la 
silicification par le cycle cellulaire des algues, aux paramètres d’absorption du 
Si(OH)4 (affinité pour le substrat et vitesse d’absorption) par des populations 
naturelles ou en culture et aujourd’hui de plus en plus de travaux cherchent à isoler 
les molécules supposées amorcer la silicification. La compréhension du processus de 
polycondensation de molécules d’acide orthosilicique via l’intervention de molécules 
spécifiques (protéines : silaffins et Long Chain Polyamine) permettrait de le 
reproduire in vitro et d’utiliser les propriétés de la silice biogène à des fins bio- et 
nano-technologiques (pouvoir abrasif, diffraction de la lumière ou encore importante 
résistance physique). Les propriétés conférées aux diatomées par la présence de leur 
frustule peuvent en partie expliquer leur succès écologique se traduisant par la 
colonisation de nombreuses écosystèmes (zones humides terrestres, eaux douces, 
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océans côtiers et ouverts, glaces marines etc.). A la suite de cette thèse, je 
souhaiterais donc mieux comprendre, d’un point de vue physiologique, la formation 
du frustule et plus particulier les processus contrôlant l’absorption, l’assimilation et 
le transport de l’acide orthosilicique dans la cellule. D’autres questions restent 
également d’actualités comme l’existence ou non d’un pool interne d’acide 
orthosilicique variable en fonction des conditions environnementales ou encore d’une 
possible réallocation d’une partie la silice biogène du frustule pour permettre la 
synthèse de nouvelles valves en cas de limitation en substrat. Ces processus seront 
étudiés en laboratoire pour mettre en évidence le rôle de certains paramètres clefs 
(température, lumière, pH, sels nutritifs) puis dans la mesure du possible, l’effet de 
ces paramètres sur la formation, la composition et les propriétés du frustule sera 
observé in situ afin d’analyser la réponse d’une population dans son ensemble 
prenant en compte la variabilité du milieu (paramètres physiques, chimiques et 
biologiques). L’objectif principal étant de mieux connaître les effets d’un 
environnement changeant sur les propriétés du frustule et notamment sur les 
propriétés de protection afin de prévoir plus précisément, les possibles conséquences 
du changement climatique sur la productivité des diatomées dans l’océan. Un projet 
de post-doctorat Marie Curie OIF est donc en cours d’écriture en collaboration avec 
le professeur Diana Varela qui étudie la physiologie et l’écologie du phytoplancton 
marin à l’université de Victoria (BC, Canada). L’équipe de recherche du professeur 
Varela constitue le laboratoire « hôte » proposé dans le cadre du projet Marie Curie 
et ce pour une durée de 2ans. L’équipement du laboratoire (chambres de cultures, 
flowcam, auto analyseurs, mise en place d’une plate forme d’analyses moléculaires 
etc.) et la facilité d’accès aux moyens à la mer pour des campagnes en Arctique 
notamment devraient permettre de mener à bien ce projet en collaboration avec des 
chercheurs du LEMAR, laboratoire d’accueil. 
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